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Razvoj encimskoimunskega testa na osnovi nanotelesa SdAb19 za določitev 
koncentracije virusnega proteina Nef v plazmi 
Povzetek:  
Posamezniki z virusom HIV-1, ki se zdravijo s terapijo ART in imajo v krvi 
nezaznavno virusno obremenitev, vseeno nimajo povsem povrnjene imunske 
funkcije. Imajo tudi znatno večje tveganje za razvoj bolezni, povezanih z vnetjem, 
kot so rak, kardiovaskularne in nevrokognitivne bolezni. K pojavu omenjenih 
bolezni najverjetneje prispevajo tudi telesni rezervoarji virusa HIV-1, ki lahko 
proizvajajo nekatere virusne proteine in transkripte, kljub odsotnosti proizvodnje 
infektivnih virionov. Znano je, da se protein Nef virusa HIV-1 izloča iz okuženih 
celic z zunajceličnimi vezikli in da je prisoten v krvni plazmi polovice aviremičnih 
posameznikov, zato je dober kandidatni označevalec za ovrednotenje aktivnih 
telesnih rezervoarjev virusa HIV-1. Trenutno obstaja le en komercialni 
encimskoimunski test za detekcijo proteina Nef, ki pa ima številne pomanjkljivosti. 
Z uporabo nanotelesa SdAb19, ki ima široko specifičnost za protein Nef različnih 
sevov virusa HIV-1, hkrati pa protein veže z nanomolarno afiniteto, bi rešili 
nekatere od teh pomanjkljivosti. Hipoteza magistrskega dela je, da bomo z 
izražanjem heksahistidinsko označenih nanoteles v E. coli in čiščenjem izraženih 
nanoteles z nikljevo afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti pridobili zadostne količine nanotelesa SdAb19 za uporabo v 
encimskoimunskem testu za detekcijo virusnega proteina Nef. Za kasnejšo 
biotinilacijo in imobilizacijo nanotelesa SdAb19 na podlago pri encimskoimunskem 
testu smo izrazili tudi bakterijsko biotin ligazo BirA, označeno s proteinom, ki veže 
maltozo. Z optimizacijo pogojev izražanja smo določili najuspešnejše pogoje za 
izražanje nanoteles v bakterijah. Uspešno je bilo izražanje v citoplazmi celic E. coli 
BL21[DE3], za pridobivanje nanoteles v topni obliki pa je bilo pomembno, da je 
izražanje potekalo počasi, kar smo dosegli z gojenjem kultur pri nizki temperaturi, 
s stresanjem pri nizkih vrtljajih ter z uporabo laktoze kot induktorja. V bakterijah 
smo uspešno izrazili nanotelesa SdAb19 in SdAb19-AviTag in jih očistili z nikljevo 
afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Pri enakih 
pogojih smo izrazili in očistili tudi bakterijsko biotin ligazo BirA-MBP. V 
nadaljevanju bomo nanotelesa modificirali, da jih bomo lahko uporabili za lovljenje 
ali detekcijo proteina Nef v encimskoimunskem testu. 








Nanobody-based immunoassay for the detection of viral protein Nef in 
plasma  
Abstract:  
HIV-1 infected individuals on antiretroviral therapy with an undetectable viral 
load do not have completely restored immune function and have a greater risk for 
developing inflammatory diseases such as cancer, cardiovascular disease and 
neurocognitive diseases. HIV reservoirs, capable of producing viral proteins and 
transcripts even in the absence of mature virion production, likely contribute to 
the development of these diseases. HIV-1 viral protein Nef was shown to induce its 
own release from infected cells in extracellular vesicles and was detected in the 
plasma of half of HIV-infected aviremic individuals. It is therefore a good candidate 
biomarker for the evaluation of active HIV-1 reservoir. Currently, only one 
commercial immunoassay for Nef detection is available, which has many 
drawbacks. By using nanobody SdAb19, which shows a broad specificity for Nef 
from different HIV-1 strains and a nanomolar affinity for Nef binding, we can 
address some issues and improve the performance of the immunoassay. The 
hypothesis of this work is to produce sufficient amounts of SdAb19 for detection of 
viral protein Nef in the immunoassay by expressing His-tagged nanobodies in E. 
coli and purifying them with nickel affinity chromatography and size exclusion 
chromatography. We have also produced the bacterial biotin ligase BirA, tagged 
with maltose binding protein, which will be used to biotinylate nanobody SdAb19-
AviTag to ensure immobilization of the nanobody in the immunoassay. By 
performing optimization of expression, we determined the optimal parameters for 
expression of SdAb19 in bacteria. Expression in the cytoplasm of E. coli strain 
BL21[DE3] was most successful, while it was crucial that the rate of expression 
was slow in order to produce nanobodies in soluble form. Slow rate of expression 
was ensured by growing cultures at low temperature, shaking at low speed and 
using lactose for induction. We successfully expressed nanobodies SdAb19 and 
SdAb19-AviTag, which we purified by using nickel affinity chromatography and 
size exclusion chromatography. Additionaly, we expressed and purified the 
bacterial biotin ligase BirA-MBP. Moving forward, we will modify the produced 
nanobodies and use them in the immunoassay for the capture or detection of Nef. 










Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A260  absorbanca pri 260 nm 
A280  absorbanca pri 280 nm 
AIDS sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (ang. acquired 
immunodeficiency syndrome) 
Amp  ampicilin 
APS  amonijev persulfat 
ART  protiretrovirusna terapija (ang. antiretroviral therapy) 
BirA  biotin ligaza iz bakterije Escherichia coli 
bp  bazni par 
CAR-T celice T s himernim antigenskim receptorjem (ang. chimeric antigen     
receptor T cell) 
CDR komplementarnostne regije (ang. complementarity-determining   
regions) 
Chl  kloramfenikol 
dCTP  deoksicitozin trifosfat 
dGTP  deoksigvanozin trifosfat 
dH2O  avtoklavirana ultra čista voda  
DMSO  dimetil sulfoksid 
dNTP  deoksinukleozid trifosfat 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DTT  ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  etilendiaminotetraetanojska kislina 
GST  glutation S-transferaza 
HCAb protitelo, ki vsebuje samo težko verigo (ang. heavy chain          
antibody) 
His6  heksahistidinska oznaka 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (ang. human 
immunodeficiency virus) 
HRP  hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
IPTG  izopropil β-d-1 tiogalaktopiranozid 
Kan  kanamicin 
LIC  kloniranje brez ligacije (ang. ligation independent cloning) 
MCS  poliklonsko mesto (ang. multiple cloning site) 
MBP  protein, ki veže maltozo (ang. maltose binding protein) 
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger RNA) 




NaDS  natrijev dodecilsulfat 
OD600  optična gostota pri 600 nm 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PET  pozitronska emisijska tomografija 
RBS  vezavno mesto za ribosom (ang. ribosome binding site) 
RNA  ribonukleinska kislina 
scFv  enoverižni variabilni fragment (ang. single chain variable fragment) 
SdAb  enodomensko protitelo (ang. single domain antibody) 
SEC kromatografija z ločevanjem po velikosti (ang. size exclusion 
chromatography) 
SPECT enofotonska emisijska tomografija (ang. single-photon emission 
computed tomography) 
TAE  Tris-acetat-EDTA 
Tc  tetraciklin 
TE  Tris-EDTA 
TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin  
TEV  virus jedkanja tobaka (ang. tobacco etch virus) 
Tm  temperatura tališča 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
tRNA  prenašalna ribonukleinska kislina (ang. transfer RNA) 
v/v  volumski delež 
w/v  masno-volumski delež 
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1.1 Okužba z virusom HIV-1 
1.1.1. Virus HIV-1 
Virus humane imunske pomanjkljivosti (ang. human immunodeficiency virus, HIV) 
sodi v rod lentivirusov, ki so del družine retrovirusov. Za retroviruse je značilno, 
da kot genetski material vsebujejo dimer linearnih enoverižnih molekul RNA, ki se 
po vstopu v gostiteljsko celico z reverzno transkriptazo prepiše v dvoverižno DNA 
in se integrira v genom gostitelja. Znana sta dva tipa virusa HIV: HIV-1 in HIV-2, ki 
evolucijsko izvirata iz različnih vrst primatov in se znatno razlikujeta v genomu. 
HIV-2 je večinoma omejen na zahodno Afriko, medtem ko ima HIV-1 večjo 
infektivnost in virulenco in je vzrok globalne pandemije virusa HIV1,2. Za HIV-1 je 
značilna velika genetska raznolikost, ki je posledica visoke stopnje replikacije in 
pogostosti mutacij. Virus razdelimo v več podtipov, ki so različno geografsko 
razširjeni, pri čemer je v Evropi najbolj razširjen podtip B, prisotnih pa je tudi 
veliko rekombinant različnih podtipov. Genetska raznolikost virusa vpliva na 
diagnozo, odziv na zdravljenje in razvoj cepiva3,4. 
Genom HIV-1 vsebuje tri glavne regije, značilne za retroviruse: gag, ki zapisuje za 
kapsidne proteine, pol, ki zapisuje virusne encime, ter env, ki zapisuje proteine 
virusne ovojnice. Transkript gag se izraža kot prekurzorski poliprotein, ki se z 
virusno proteazo procesira do proteinov p17, p24, p7 in p6. Protein p17 sestavlja 
matriks in je povezan z lipidnim dvoslojem, p24 sestavlja kapsido, p7 sestavlja 
nukleokapsido in s cinkovimi prsti specifično veže virusno RNA, p6 pa med 
brstenjem novih virusnih delcev na membrani celice interagira s proteini 
gostitelja5. Transkript pol se prav tako izraža kot prekurzorski poliprotein, ki se z 
virusno proteazo procesira do virusne proteaze, reverzne transkriptaze, integraze 
in RNAze H. Transkript env se izraža kot prekurzorski glikoprotein, ki se s celično 
furinsko proteazo procesira do glikoproteinov gp120, ki so na virionu na površini 
ovojnice, in gp41, ki je transmembranski protein. Gp120 je v ovojnico zasidran s 
nekovalentno povezavo z gp41, trimeri omenjenih heterodimerov pa se nahajajo 
po celotni površini virusa in so ključni za vstop virusa v tarčno celico6,7. Genom 
virusa vsebuje tudi zapise za regulatorna proteina Tat in Rev, ki sta ključna za 
aktivacijo transkripcije virusne RNA (Tat) oziroma prenos virusne informacijske 
RNA (ang. messenger RNA, mRNA) iz jedra (Rev). Poleg tega genom HIV-1 vsebuje 
še pomožne proteine Vif, Vpr in Vpu, ki so pomembni za razširitev virusa v 
gostiteljskem organizmu, ter protein Nef, ki ima številne pomembne funkcije v 












Slika 1: Struktura viriona virusa HIV-1 z označenimi strukturnimi elementi. Slika je prirejena po Mosumeci in 
sod.11. 
Protein Nef virusa HIV-1 
Nef je 27 – 35 kDa velik pomožni virusni protein, prisoten v vseh lentivirusih, ki 
lahko okužijo primate. Močno se izraža že v zgodnji fazi replikativnega cikla virusa 
HIV-1 in ima ključno vlogo pri patogenezi virusa. Interagira lahko s številnimi 
proteini gostitelja, povezanimi z različnimi signalnimi, transportnimi in 
metabolnimi potmi, kar je podlaga za raznolikost njegovih funkcij. Strukturni 
motivi, ki so pri tem pomembni, so pri različnih podtipih in sevih HIV-1 močno 
ohranjeni12,13.  
Strukturno je Nef sestavljen iz fleksibilnega N-konca, zanke z motivom 
poliprolinske vijačnice in razmeroma urejene zvite sredice, iz katere štrli 
fleksibilna C-končna zanka z dilevcinskim motivom. N-konec proteina Nef se z 
miristoilno skupino zasidra v membrano celice, tako da je protein na citosolni 
strani, delno pa Nef najdemo tudi v prosti obliki v citosolu. Prepoznavno mesto za 
N-miristoil transferazo je visoko ohranjeno, kar kaže na velik pomen miristoilacije 
in sidranja v membrano za delovanje proteina. Pri sidranju sodelujejo tudi 
pozitivno nabiti aminokislinski ostanki na N-koncu Nef-a, ki tvorijo amfipatični 
heliks. Po miristoilaciji pride do konformacijske spremembe, ki povzroči, da 
struktura proteina postane bolj kompaktna in urejena, kar je ključno za sidranje 
proteina v membrano in večino njegovih funkcij14,15.  
Zasidranost v membrano Nef-u omogoča, da vpliva na razvrščanje proteinov v 
celici in spreminja potek endolizosomske poti. Fleksibilna dela Nef-a lahko 
zavzameta raznolike konformacije, kar proteinu omogoča, da lahko interagira s 




različnih poteh tako, da interagira z različnimi kinazami. Za interakcijo s kinazami 
iz družine Src (Hck, Lck) je ključna poliprolinska vijačnica, ki interagira z 
domenami SH3 in je zelo ohranjena15,17. Nef interagira tudi s kinazama Pak-1 in 
Pak-2, pri čemer sta pomembna dva arginina, ki sta del α-vijačnice v sredici. Na 
sredini C-končne fleksibilne zanke je ohranjen dilevcinski motiv, ki je ključen za 
zmanjšanje števila receptorjev CD4 na površini celic. Pri tem je pomembna 
interakcija med dilevcinskim motivom Nef-a in adapterskimi proteinskimi 
kompleksi celice, ki so odgovorni za procese znotrajceličnega razvrščanja 
proteinov z endocitozo. Hkrati Nef interagira s citosolnim delom receptorja CD4, 
pri čemer je ključen hidrofoben predel v sredici Nef-a, na ta način pa deluje kot 
posrednik med CD4 in adapterskimi proteinskimi kompleksi. Zmanjšanje števila 
receptorjev CD4 na površini preprečuje prekomerno okužbo s HIV-1 
(superokužbo), ki bi prehitro ubila okužene celice, in kopičenje kompleksov 
gp120-CD4 na celični membrani, ki zavirajo pravilno vključitev proteinov virusne 












Slika 2: Struktura proteina Nef virusa HIV-1 z označenimi strukturnimi motivi, ki sodelujejo pri interakcijah 
Nef-a s proteini gostitelja. Slika je prirejena po Geyer in sod.17. 
Nef vpliva tudi na mnoge druge receptorje na površini celic (MHC-I, MHC-II, CD8β, 
CD1a, CD28, CXCR4, DC-SIGN), ki vplivajo na patogenezo HIV-117,18.  Pomembno 
vlogo ima pri skrivanju virusa pred imunskim sistemom gostitelja, s tem da 
povzroči zmanjšanje števila molekul MHC-I na membrani celice, kar prepreči 




tudi, da Nef inhibira nekatere proteine gostitelja, ki delujejo protivirusno (npr. 
SERINC 3/5)12,13. Za infektivnost virusa je pomemben tudi vpliv Nef-a na lipidno 
sestavo gostiteljske celice. Sproži na primer biosintezo holesterola v celici in 
njegovo kopičenje v lipidnih raftih na membrani, kjer poteče brstenje virusa, in na 
ta način olajša nastajanje novih virionov19.  Z vplivom na razvrščanje proteinov v 
celici in na lipidno sestavo membran je povezana tudi sposobnost Nef-a, da sproži 
izločanje zunajceličnih veziklov iz s HIV-1 okuženih celic20–22. Ti vezikli vsebujejo 
Nef, in povzročijo apoptozo mirujočih limfocitov T22. 
1.1.1. Potek okužbe z virusom HIV-1 
Glavna tarča virusa HIV-1 so limfociti T s površinskim receptorjem CD4. Vstop 
virusa v celico poteče z interakcijo proteina virusne ovojnice gp120 s celičnim 
receptorjem CD4 in kemokinskim koreceptorjem CCR5 ali CXCR4. Ta interakcija 
povzroči konformacijsko spremembo gp41, kar omogoči fuzijo virusne ovojnice s 
celično membrano in vstop kapside v celico. Po sprostitvi vsebine kapside v 
citoplazmo virusna reverzna transkriptaza prepiše virusno RNA v dvoverižno DNA, 
ta pa skupaj z virusno integrazo in nekaterimi drugimi virusnimi proteini preide v 
jedro. Z delovanjem integraze pride do vključitve virusnega genoma v genom 
gostiteljske celice. Virusni genom, ki se je vključil v genom gostiteljske celice, 
imenujemo provirus7,23. Okužba celice je lahko latentna, kar pomeni da je izražanje 
provirusa utišano in ne pride do nastanka novih virionov. Ob prisotnosti določenih 
transkripcijskih aktivatorjev pa se začne prepisovanje provirusa v mRNA, čemur 
sledi zorenje v različno dolge mRNA, kot posledica raznolikega spajanja eksonov in 
izrezovanja intronov. Krajše mRNA lahko takoj zapustijo jedro in se v citoplazmi 
prevedejo v virusne proteine Nef in Tat, ki sta ključna za visoko infektivnost virusa 
in transkripcijo provirusa ter Rev, ki omogoči prenos daljših virusnih mRNA v 
citoplazmo, kjer se lahko prevedejo24. Nastanek novega virusnega delca se začne 
na membrani gostiteljske celice, kjer se zberejo še nerezani poliproteini Gag, 
katerih podenote pa so že neodvisno zvite. Poliprotein Gag je glavni pri organizaciji  
virusnih komponent kot so genomska RNA, poliprotein Pol, glikoproteina ovojnice 
gp120 in gp41 ter ostalih virusnih proteinov v nove virione. Interakcije med 
posameznimi proteini Gag omogočijo tudi brstenje z membrane gostiteljske celice 
in nastanek nezrelih virionov. Odcepitvi nezrelih virionov z membrane gostitelja 
sledi zorenje v zrele virione. Virusna proteaza, ki je del poliproteina Pol, dimerizira 
in se avtoproteolizira, s čimer se aktivira in cepi prekurzorska virusna poliproteina 
Pol in Gag. Po cepitvi poliproteina Gag pride do kompleksne strukturne 
preureditve in nastanka zrelih virionov, ki lahko okužijo druge celice5.  
Po okužbi gostitelja z virusom HIV-1 najprej pride do intenzivne replikacije virusa 
v okuženih limfocitih T in visoke ravni virusa v krvi oziroma velike virusne 




sproščanjem vnetnih citokinov in kemokinov. Do vrha virusne obremenitve pride 
21 - 28 dni po okužbi, kar je povezano s hitrim odmiranjem limfocitov T. Zaradi 
imunskega odziva lahko pride do nespecifičnih simptomov, podobnih 
mononukleozi. V nadaljevanju pride do aktivacije adaptivnega imunskega odziva in 
zmanjšanja virusne obremenitve. Zaradi selekcijskega pritiska adaptivnega 
imunskega odziva na virus pride do selekcije tistih mutacij v virusnih epitopih, ki 
omogočijo skrivanje pred imunskim sistemom. Na ta način pride do vzpostavitve 
stabilne virusne obremenitve, ki se potem počasi povečuje, medtem ko se število 
limfocitov T zmanjšuje. Ko njihovo število doseže vrednost 200 celic na mm3 krvi 
ali ko se pri pacientu pojavijo oportunistične okužbe, govorimo o razvoju sindroma 
pridobljene imunske pomanjkljivosti (ang. acquired immunodeficiency syndrome, 
AIDS)23,25,26. 
1.1.1 Zdravljenje okužbe z virusom HIV-1 
V razvitem svetu je danes na voljo učinkovita protiretrovirusna terapija (ang. 
antiretroviral therapy, ART), ki ob dolgotrajnem jemanju znatno izboljša kvaliteto 
življenja zdravljenih posameznikov. Sodobno terapijo ART sestavlja mešanica več 
zdravil, ki onemogočajo replikacijo virusa HIV-1 na različnih točkah, kar otežuje 
razvoj odpornosti na zdravila. Po začetku zdravljenja tako v večini primerov pride 
do znatno zmanjšane replikacije virusa in nezaznavne virusne obremenitve, 
medtem ko  povrnitev števila limfocitov T in imunske sposobnosti ni vedno 
uspešna. Poleg vpliva na zdravje okuženega posameznika je ključna tudi 
preprečitev okužbe drugih oseb, kar pomembno vpliva na zajezitev bolezni HIV-1 
kot globalnega problema23. 
1.1.2 S HIV-om povezane bolezni pri aviremičnih posameznikih 
Zaradi velike uspešnosti sodobne terapije ART je HIV v razvitem svetu postal 
kronična bolezen. Čeprav imajo uspešno zdravljeni bolniki nezaznavno virusno 
obremenitev (aviremični posamezniki), pa imajo povečano tveganje za  
kardiovaskularne bolezni, raka, bolezni ledvic, bolezni jeter, nevrokognitivne 
bolezni in osteoporozo (s HIV-om povezane bolezni). Zdravljeni aviremični 
posamezniki imajo na primer od 50 % do 100 % višjo raven vnetnega citokina 
interlevkina-6 in drugih označevalcev vnetja kot neokuženi ljudje, kronično vnetje 
pa znano vpliva na razvoj mnogih bolezni. K razvoju omenjenih bolezni lahko 
prispeva tudi dolgotrajna izpostavljenost zdravilom ART, ki z leti jemanja tudi ob 
majhni toksičnosti negativno vplivajo na zdravje. Poleg tega je pri okuženih 
posameznikih statistično bolj verjetno kajenje, uživanje alkohola in drugih 
substanc, ki so znani dejavniki tveganja za razvoj bolezni. Omenjeni vzroki pa ne 
razložijo popolnoma povečanega tveganja za omenjene bolezni; k temu verjetno 




Raziskave se v zadnjem času zato osredotočajo na telesne rezervoarje HIV-1 in 
kako ti vplivajo na kronično vnetje in s HIV-om povezane bolezni pri aviremičnih 
posameznikih27.  
1.1.3 Telesni rezervoarji virusa HIV-1 
Vzpostavitev telesnih rezervoarjev virusa HIV-1 poteče že v zgodnji fazi okužbe in 
je lahko posledica različnih mehanizmov. Najpomembnejši rezervoarji HIV-1 so 
mirujoči limfociti T, za katere je značilna splošna nizka metabolna in 
transkripcijska aktivnost. Najpogosteje se rezervoarji vzpostavijo tako, da okuženi 
aktivni limfociti T preidejo v mirujoče stanje, saj je s tem utišano tudi prepisovanje 
provirusa. Alternativno je možna tudi okužba že mirujočih limfocitov T. Latentno 
stanje s HIV-1 okužene celice je odvisno tudi od genomskega okolja vključenega 
provirusa. Virus HIV-1 se preferenčno integrira na mesta v genomu, ki so 
transkripcijsko aktivna (npr. v introne prepisujočih se genov), v majhnem številu 
primerov pa je integracija naključna. To lahko vodi do integracije v transkripcijsko 
neaktivno okolje, kot je heterokromatin, in omogoča razvoj latentne okužbe. Na ta 
način se virus v telesu ohranja zelo dolgo tudi v primeru zdravljenja z ART, ob 
prenehanju zdravljenja pa se spet začne aktivna replikacija virusa in spet pride do 
visoke virusne obremenitve28–30. 
Rezervoarji virusa HIV-1 večinoma vsebujejo okvarjen provirus, ki ni sposoben 
proizvajanja zrelih, infektivnih virionov. Rezervoarji so heterogeni; v nekaterih je 
transkripcija provirusa popolnoma odsotna, v drugih pa lahko prihaja do izražanja 
nekaterih virusnih proteinov ali celo do proizvajanja majhnih količin zrelih 
virionov. Rezervoarji, ki so sposobni izražanja virusnih proteinov ali manjše 
količine virionov, verjetno vplivajo na zdravje bolnikov na terapiji ART in 
prispevajo k razvoju s HIV-om povezanih bolezni. Telesni rezervoarji virusa HIV-1 
tako predstavljajo glavno oviro pred popolno ozdravitvijo okužbe s HIV-129,31.  
Obstaja več testov za določitev telesnih rezervoarjev, a noben ni dovolj zanesljiv in 
natančen za klinično uporabo. Testi temeljijo na zaznavi virusne DNA z verižno 
reakcije s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR), obratne transkripcije 
virusne RNA in PCR ali pa na gojenju virusa v celični kulturi. Na voljo je tudi 
komercialni encimskoimunski test za zaznavo virusnega proteina Nef v plazmi, pri 
katerem pa je zaradi kompleksnosti plazme prisotno visoko ozadje. Poleg tega test 
temelji na klasičnih protitelesih, ki prepoznajo dele proteina Nef, ki se lahko 
nekoliko razlikujejo med posameznimi sevi in podtipi virusa HIV-1, kar močno 




1.2 Nanotelo proti virusnemu proteinu Nef 
1.2.1 Nanotelesa 
Nanotelesa, oziroma enodomenska protitelesa (ang. single domain antibody, SdAb) 
so rekombinantne variabilne regije protiteles, ki vsebujejo samo težko verigo (ang. 
heavy chain antibody, HCAb)32.  
Klasična protitelesa IgG so sestavljena iz dveh težkih verig in dveh lahkih verig, pri 
čemer vsaka težka veriga vsebuje tri konstantne regije in eno variabilno. 
Protitelesa, ki vsebujejo samo težko verigo, so bila opisana leta 1993, ko so jih 
odkrili v serumu živali iz družine Camelidae, v katero med drugim uvrščamo lame, 
alpake in kamele. Te imajo poleg klasičnih protiteles IgG še protitelesa, sestavljena 
samo iz dveh težkih verig, ki jih sestavljata po dve konstantni regiji in ena 
variabilna regija. Podobne  vrste protiteles so našli tudi pri nekaterih vrstah 
morskih psov. Variabilne regije teh protiteles, imenovane nanotelesa ali VHH, so 
sposobne neodvisne prepoznave antigena. Enostavno jih je mogoče pridobiti z 
imunizacijo kamelidov s specifičnim antigenom. Iz imunizirane živali izoliramo 
limfocite B, pomnožimo gene za težko verigo (regijo V) in s predstavitvijo na fagih 
in postopki izpiranja izvedemo selekcijo za nanotelesa, specifična za antigen. Po 
nekaj ciklih izpiranja lahko uspešno vezane klone testiramo z encimskoimunskim 
testom in iz pozitivnih klonov pridobimo nukleotidno in posledično 
aminokislinsko zaporedje nanotelesa. V primerjavi s klasičnimi protitelesi IgG in 
tudi s pogosto uporabljenimi fragmenti protiteles, kot je enoverižni variabilni 
fragment (ang. single chain variable fragment, scFv), so nanotelesa precej manjša 
(12 – 15 kDa), bolj stabilna in jih je enostavneje pridobiti, vseeno pa vežejo 
antigene z enako afiniteto kot scFv33,34. Strukture omenjenih protiteles in 







Slika 3: Primerjava struktur klasičnih protiteles IgG, protiteles, ki vsebujejo samo težko verigo (HCAb), 
enoverižnega variabilnega fragmenta (scFv) in nanotelesa. CH – konstantna regija težke verige, CL – 
konstantna regija lahke verige, VL – variabilna regija lahke verige, VH – variabilna regija težke verige, VHH – 




Terciarna struktura nanoteles, ki je značilna za vsa protitelesa, se imenuje 
imunoglobulinsko zvitje. Sestavljata ga dve β-ploskvi, ki ju gradi skupaj devet β-
trakov. Najpomembnejše razlike med nanotelesi in težkimi verigami klasičnih 
protiteles so v hipervariabilnih regijah, ki jih imenujemo tudi komplementarnostne 
regije (ang. complemetarity determining region, CDR) in so odgovorne za večino 
interakcij z antigenom. V nasprotju s protitelesi, pri katerih CDR predstavlja zanka, 
lahko CDR nanoteles tvorijo raznolike strukturne elemente in posledično vežejo 
več različnih struktur antigenov. Še posebej pomembna je hipervariabilna regija 
CDR3, ki je lahko zelo dolga in tvori konveksen paratop, ta pa lahko interagira na 
primer z aktivnim mestom v encimu. Na ta način nanotelesa dosežejo specifično 
vezavo na antigen in visoko afiniteto vezave32–34.  
1.2.2 Izražanje nanoteles 
Ena izmed glavnih prednosti nanoteles pred klasičnimi protitelesi je enostavno 
pridobivanje, saj je mogoče nanotelesa enostavno izražati v bakterijah. Najbolj 
razširjena je uporaba bakterije Escherichie coli (E. coli), pri čemer je pogosto 
izražanje v periplazmi bakterije, kjer oksidirajoče okolje omogoča vzpostavitev 
disulfidnih vezi. Te so za večino nanoteles pomembne za pravilno zvijanje, topnost 
in stabilnost, v nekaterih primerih pa tudi za prepoznavo antigena. Problem 
izražanja v periplazmi so manjši izpleni, še posebej je to izrazito pri nanotelesih  s 
fuzijskimi partnerji, zaradi katerih se pogosto slabše prenesejo v periplazmo. 
Nanotelesa je mogoče izražati tudi v bakterijski citoplazmi, kjer se lahko izražajo v 
topni v obliki  ali v obliki inkluzijskih teles. Za pridobivanje topne oblike nanoteles 
v citoplazmi je primerna uporaba sevov E. coli, kot sta Origami in RosettaGami, ki 
spodbujajo vzpostavitev disulfidnih vezi v reducirajočem okolju citoplazme, lahko 
pa nanotelo izražamo tudi hkrati z oksidoreduktazami, kot so tioredoksini ali 
sulfhidril oksidaze. Za povečanje topnosti nanoteles lahko uporabimo tudi fuzijske 
partnerje kot so GST, SNAP in SORT35,36.  
Klasična protitelesa sicer pridobivamo v sesalskih celicah, v katerih lahko izražamo 
tudi nanotelesa. Izražanje v sesalskih celicah, od katerih je najuspešnejša uporaba 
ovarijskih celic kitajskega hrčka, je še posebej primerno pri nanotelesih s 
posttranslacijskimi modifikacijami. Slabost izražanja v sesalskih celicah je 
predvsem višja cena, daljše trajanje izražanja in zahtevnost postopkov za gojenje 
celic. Perspektivno je izražanje nanoteles in protiteles v rastlinah, ki imajo veliko 
ugodnih značilnosti, kot je enostavna transformacija z Agrobacterium tumefaciens, 





1.2.3 Nanotelo SdAb19 proti proteinu Nef 
Nanotelo SdAb19 proti proteinu Nef so pridobili z imunizacijo lame s proteinom 
Nef seva HIV-1 Lai. Pridobili so ga za potencialno terapevtsko uporabo kot 
inhibitor virusnega proteina Nef. Sposobnost SdAb19 za inhibicijo različnih funkcij 
proteina Nef so testirali na celičnih linijah in mišjih modelih, pri čemer so pokazali 
inhibicijo prevzema receptorjev CD4 s površine v notranjost celic in interakcije s 
kinazo Pak-2, ne pa tudi vpliva na MHC-1 na površini celic37. Strukturo interakcije 
med SdAb19 in proteinom Nef seva HIV-1 SF2, ki je bila stabilizirana z domeno 
SH3, so določili z rentgensko kristalografijo38. Tripartitni kompleks je prikazan na 
sliki 4A.  
 
Slika 4: Struktura kompleksa virusnega proteina Nef z nanotelesom SdAb19 in domeno SH3 (A) ter prikaz 
aminokislinskih ostankov, ki so pomembni pri interakciji SdAb19 z Nef-om. S svetlo rjavo je označen virusni 
protein Nef, z vijolično je označena domena SH3, z zeleno pa nanotelo SdAb19. Na SdAb19 je z rumeno 
označen CDR1, z rdečo je označen CDR2, z modro pa CDR3. Sliko A smo pripravili s programom UCSF 




Protein Nef v kristaliziranem kompleksu je imel na N-koncu odstranjenih 44 
aminokislinskih ostankov, ki služijo miristoilaciji, za katero pa je dokazano, da ne 
vpliva na interakcijo s SdAb19. Dodatno je bil odstranjen feksibilni C-končni zavoj, 
ki ga sestavljajo aminokislinski ostanki 158-178. Odstranjeni aminokislinski 
ostanki tvorijo strukturno neurejena dela40. Disociacijska konstanta za interakcijo 
SdAb19 z Nef je 39 nM, v primeru delecije C-končnega fleksibilnega zavoja pa se 
poveča na 98 nM, kar kaže na to, da C-končni zavoj Nef-a v manjši meri prispeva k 
afiniteti vezave na SdAb19. Epitop, ki ga prepozna SdAb19, se nahaja proti C-koncu 
proteina Nef (G134, I137, Y139, K148, E155, R188, K192, H196, E201, L202, 
H203), kar se ujema z dejstvom, da nanotelo uspešno inhibira funkcije Nef-a, za 
katere je odgovoren C-končni del proteina38. Aminokislinski ostanki, ki pomembno 
prispevajo k interakciji nanotelesa s proteinom Nef, so prikazani na sliki 4B. 
Afiniteta vezave SdAb19 za Nef se le v manjši meri razlikuje med proteini Nef 
različnih sevov. Pri proteinu Nef seva NL4-3, na katerega se SdAb19 najmočneje 
veže, je afiniteta vezave šestkrat močnejša kot pri proteinu Nef iz seva NA7, na 
katerega se SdAb19 veže najšibkeje. Aminokislinski ostanki, ki sestavljajo epitop, 
so sicer visoko ohranjeni med proteini Nef različnih sevov HIV-1, kar kaže na to, da 
SdAb19 lahko prepozna protein Nef večine sevov virusa38. 
1.2.4 Uporaba nanoteles v diagostiki 
Zaradi ugodnih lastnosti so nanotelesa v znanosti in medicini široko uporabna. V 
znanosti se kot fuzije z reporterskimi proteini uporabljajo za vizualizacijo 
določenega antigena v celicah. Pomembna je tudi uporaba nanoteles kot pomoč pri 
kristalizaciji problematičnih proteinov, predvsem membranskih33. Uporabna so 
tudi v medicini, pri čemer je zelo pomembna njihova nizka imunogenost in 
možnost humanizacije41. Velik potencial kažejo pri terapevtski uporabi kot boljše 
alternative protiteles zaradi lažje penetracije tkiv, prehajajo pa lahko tudi krvno-
možgansko pregrado. Pri zdravljenju različnih bolezni jih lahko uporabimo kot 
antagoniste receptorjev ali alosterične inhibitorje, na primer proti receptorju 
VEGFR pri zdravljenju raka42,43. Zelo perspektivna terapija za zdravljenje nekaterih 
rakov je terapija s celicami T s himernim antigenskim receptorjem (ang. chimeric 
antigen receptor T cell, CAR-T), kjer so za prepoznavo antigena raka uspešno 
uporabili nanotelo44,45. Raziskujejo njihovo uporabnost kot dostavni sistemi za 
zdravila na specifično mesto, pri čemer bi se izognili sistemski toksičnosti. Veliko 
nanoteles je že v fazi kliničnih testiranj, med drugim za zdravljenje revmatoidnega 
artritisa, osteoartritisa, sistemskega lupusa, raka dojke in psoriaze43. 
Nanotelesa lahko uporabimo tudi pri neinvazivnem slikanju tumorjev s 
pozitronsko emisijsko tomografijo (PET) in enofotonsko emisijsko tomografijo 




povezana z radionuklidom, ki delujejo kot sledilo tumorskemu tkivu. Pri tem so 
nanotelesa uspešnejša od protiteles, ker lahko zaradi svoje majhnosti bolje 
prodrejo v tumorsko tkivo, hkrati pa se iz telesa hitro izločijo46. 
Nanotelesa kažejo velik potencial v diagnostiki, ker lahko z njihovo uporabo 
razvijemo občutljive in specifične biosenzorje. Mnogi diagnostični testi, ki temeljijo 
na zaznavi nekega proteinskega biooznačevalca bolezni, uporabljajo protitelesa. 
Zaradi večje stabilnosti in odpornosti bi jih lahko uspešno nadomestila 
nanotelesa42. V zadnjem času so razvili na nanotelesih osnovane encimskoimunske 
teste za detekcijo alfa fetoproteina47, več sevov virusa gripe48,49 in na področju 
veterine za detekcijo virusa prašičje epidemične diareje50 in virusa slinavke in 
parkljevke51. Pri razvoju takšnih testov lahko nanotelo uporabimo za zajemanje 
antigena, za detekcijo antigena ali za oboje. V primeru uporabe za zajemanje 
antigena je potrebno nanotelo usmerjeno vezati na podlago, da je paratop 
razmeroma majhnega nanotelesa dostopen antigenu, kar lahko dosežemo na 
primer z biotinilacijo nanotelesa z biotin ligazo BirA in vezavo na streptavidinsko 
podlago48. V primeru uporabe nanotelesa za detekcijo antigena je primerna vezava 
hrenove peroksidaze (ang. horseradish peroxidase, HRP) na nanotelo, saj ga v tem 
primeru lahko zaznamo z uporabo kromogenega substrata. Vezavo HRP na 












2 Namen dela in hipoteza 
Kljub veliki uspešnosti terapije ART okužba z virusom HIV-1 ostaja problem 
sodobne medicine. Zdravljeni pacienti, ki imajo v krvi nezaznavno virusno 
obremenitev (aviremični posamezniki), nimajo povsem povrnjene imunske 
funkcije in imajo znatno večje tveganje za razvoj bolezni, povezanih z vnetjem, kot 
so rak, kardiovaskularne bolezni in nevrokognitivne bolezni. K pojavu omenjenih 
bolezni najverjetneje prispevajo tudi telesni rezervoarji virusa HIV-1, ki lahko 
izražajo nekatere virusne proteine in transkripte kljub odsotnosti produkcije 
infektivnih virionov. Trenutno ni razvitih testov, ki bi ovrednotili omenjene aktivne 
telesne rezervoarje virusa HIV-1 pri aviremičnih posameznikih. Znano je, da se 
protein Nef virusa HIV-1 izloča iz okuženih celic z zunajceličnimi vezikli in da je 
prisoten v krvni plazmi polovice aviremičnih posameznikov22,53. Nef je tako 
primeren kandidatni biooznačevalec za ovrednotenje aktivnih telesnih 
rezervoarjev virusa HIV-1. 
Trenutno je na voljo le en komercialni encimskoimunski test za detekcijo proteina 
Nef, ki pa ima številne pomanjkljivosti, ki vplivajo na specifičnost in občutljivost 
testa31. Z uporabo nanoteles namesto klasičnih protiteles proti Nef-u bi lahko rešili 
nekatere probleme in izboljšali delovanje in uporabnost encimskoimunskega testa. 
Nanotelo SdAb19 ima široko specifičnost za proteine Nef različnih sevov virusa 
HIV-1, hkrati pa veže protein Nef z nanomolarno afiniteto37,38. Podobno so 
nanotelesa že uporabljali pri razvoju učinkovitih encimskoimunskih testov47–51. 
Zaradi majhne velikosti je mogoče nanotelesa enostavno izraziti v bakterijah. 
Najbolj primerno je izražanje v periplazmi E. coli, kjer oksidirajoče okolje in 
prisotnost sistema Dsb ugodno vplivata vzpostavitev disulfidnih vezi, ali v sevih E. 
coli, kot je RosettaGami, ki omogočajo vzpostavitev disulfidnih vezi v citoplazmi36. 
Za imobilizacijo in pravilno orientacijo nanoteles v encimskoimunskem testu je 
primerna specifična biotinilacija in vezava na streptavdinsko podlago48,50. 
Biotinilacijo je mogoče izvesti in vitro z bakterijsko biotin ligazo BirA, ki so jo že 
uspešno izrazili v bakterijah54. 
Hipoteza magistrskega dela je, da bomo z izražanjem heksahistidinsko označenih 
nanoteles SdAb19 v E. coli in čiščenjem izraženih nanoteles z nikljevo afinitetno 
kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti pridobili zadostne 
količine nanotelesa SdAb19 za uporabo v encimskoimunskem testu za detekcijo 







3 Materiali in metode 
3.1 Priprava ekspresijskih plazmidov z vstavljenim zapisom za 
nanotelo SdAb19 
3.1.1 Ekspresijski vektorji 
Za izražanje nanotelesa SdAb19 v periplazmi E. coli smo uporabili ekspresijski 
plazmidni vektor pET22b(+), ki je shematsko prikazan na sliki 5. Vektor vsebuje (i) 
mesto začetka podvojevanja pUC, ki omogoča namnožitev plazmida v bakterijah, 
(ii) gen za odpornost proti ampicilinu AmpR, ki ga uporabljamo kot selekcijski 
marker, (iii) represor lac in operator lacI, ki omogočata indukcijo izražanja z 
izopropil β-d-1 tiogalaktopiranozidom (IPTG) ali laktozo, (iv) promotor T7 in (v) v 
poliklonskem mestu prepoznavna mesta za restrikcijski endonukleazi NcoI in XhoI, 
preko katerih smo vstavili zapis za nanotelo SdAb19, povezan z zapisi za različne 
označevalce (konstrukti SdAb19). Pred poliklonskim mestom vsebuje (vi) zapis za 
signalno zaporedje za periplazmo PelB, za poliklonskim mestom pa (vii) zapis za 










Slika 5: Plazmidna karta vektorja pET22b(+). RBS – vezavno mesto za ribosom (ang. ribosome binding site), 





Za izražanje nanotelesa SdAb19 v citoplazmi E. coli smo uporabili ekspresijska 
plazmidna vektorja pMCSG7 in pMCSG1056. Shematsko sta predstavljena na sliki 6. 
Vektorja vsebujeta (i) mesto začetka podvojevanja pUC, (ii) gen za odpornost proti 
ampicilinu AmpR, (iii) represor lac in operator lacI, (iv) promotor T7 in (v) 
prepoznavno mesto za restrikcijsko endonukleazo SspI, preko katerega smo 
vstavili zapis za konstrukte s SdAb19. Pred mestom SspI oba vektorja vsebujeta 
(vi) zapis za oznako His6, vektor pMCSG10 pa še zapis za glutation S-transferazo 
(GST), ki omogoča boljšo topnost rekombinantnih proteinov. Vsebujeta tudi (vii) 
prepoznavno mesto za proteazo iz virusa jedkanja tobaka (ang. tobacco etch virus, 
TEV), ki omogoča odstranitev oznak His6 in GST. 
 
Slika 6:  Plazmidna karta vektorjev pMCSG7 in pMCSG10. RBS – vezavno mesto za ribosom. Sliko smo pripravili 











3.1.2 Priprava konstruktov z zapisom za nanotelo SdAb19 
Načrtovanje konstruktov SdAb19  
Zaporedje DNA z zapisom za nanotelo SdAb19 smo pridobili iz baze podatkov 
GenBank (MH225466.1, 6855-7208 nt). Konstrukta z zapisom za nanotelo SdAb19 
smo načrtali s programom SnapGene viewer (verzija 4.3.10). Nukleotidni zaporedji 
konstruktov SdAb19 sta prikazani v prilogi (P1, P2). 
Konstrukt SdAb19-AviTag je shematsko prikazan na sliki 7. Za zapis za nanotelo 
SdAb19 smo dodali zapis za oznako AviTag (GLNDIFEAQKIEWHE), ki ga prepozna 
bakterijska biotin ligaza (BirA) in biotinilira lizin znotraj zaporedja, ter zapis za 
prepoznavno mesto proteaze TEV. Med SdAb19 in oznako AviTag je še zapis za 
vmesnik (SPSTPPTPSPSTPP), ki izvira iz imunoglobulina A57.  
Slika 7: Shema konstrukta SdAb19-AviTag. 
Konstukt SdAb19-HRP je shematsko prikazan na sliki 8. Za zapis za SdAb19 smo 
dodali zapis za encim HRP, s pomočjo katerega bomo zaznali nanotelo ob dodatku 
ustreznega substrata, in zapis za prepoznavno mesto za proteazo TEV. Med 
SdAb19 in HRP je vstavljen vmesnik z zapisom za zaporedje iz serinov in glicinov 
(SSSGSG)52. 
 
Slika 8: Shema konstrukta SdAb19-HRP. 
Zaporedje DNA za oba konstrukta smo nato kodonsko optimizirali za izražanje v E. 
coli s spletnim orodjem ExpOptimizer NovoPro58. Na začetek in konec zaporedja 
obeh konstruktov sta dodani prepoznavni mesti za restrikcijski endonukleazi NcoI 




Sinteza konstruktov SdAb19 
Sintezna konstrukta smo naročili pri podjetju Twist Bioscience (San Francisco, 
ZDA). Konstrukta smo prejeli v klonirnem plazmidnem vektorju pTwist Amp High 
Copy dolžine 2221 bp, ki vsebuje mesto začetka podvojevanja pMB1 in gen za 
odpornost proti ampicilinu. Plazmid pTwist-SdAb19-AviTag je vseboval konstrukt 
SdAb19-AviTag, pTwist-SdAb19-HRP pa konstrukt SdAb19-HRP. 
Plazmida smo prejeli v liofilizirali obliki in ju pred uporabo raztopili v pufru TE  
(10 mM Tris-HCl, 1 mM etilendiaminotetraetanojska kislina (EDTA)) do končne 
koncentracije 200 ng/μL za pTwist-SdAb19-AviTag in 43 ng/μL za pTwist-
SdAb19-HRP. 
3.1.3 Vstavljanje konstruktov z zapisom za nanotelo SdAb19 v ekspresijske 
vektorje 
Pri vstavljanju konstruktov SdAb19 v ekspresijske vektorje smo uporabili dve 
strategiji molekulskega kloniranja. Za vstavljanje konstrukta v vektor pET22b(+) 
za izražanje v periplazmi smo uporabili klasičen postopek z restrikcijskimi 
endonukleazami, za vstavljanje v vektorja pMCSG7 in pMCSG10 za izražanje v 
citoplazmi pa postopek kloniranja brez ligacije (ang. ligation independant cloning, 
LIC).  
Z molekulskim kloniranjem smo pripravili 10 plazmidov, ki so zapisovali 10 
različnih konstruktov SdAb19, kot je predstavljeno v tabeli 1. 
Tabela 1: Plazmidi z zapisom za različne konstrukte SdAb19, ki smo jih pridobili z molekulskim kloniranjem. 
Opisano je ime plazmida, celična lokacija proteinskega produkta, dodane oznake in teoretična masa. 
Plazmid Celična lokacija 
proteinskega 
produkta 
Dodane oznake Teoretična masa 
proteinskega 
produkta (kDa) 
pET22b(+)-SdAb19-AviTag periplazma C-končni AviTag in His6 18,2  
pET22b(+)-SdAb19-HRP periplazma C-končni HRP in His6 49,3  
pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran citoplazma N-končni His6 15,6 
pMCSG7-SdAb19-optimiziran citoplazma N-končni His6 15,6 
pMCSG7-SdAb19-AviTag citoplazma N-končni His6, C-končni AviTag 19,0 
pMCSG7-SdAb19-HRP citoplazma N-končni His6, C-končni HRP 50,1 
pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran citoplazma N-končna His6 in GST 41,9  
pMCSG10-SdAb19-optimiziran citoplazma N-končna His6 in GST 41,9 
pMCSG10-SdAb19-AviTag citoplazma N-končna His6 in GST, C-končni 
AviTag 
45,3  








Transformacija bakterij E. coli 
Za namnožitev plazmidov smo uporabili kompetentne celice E. coli MAX Efficiency 
DH5α (Invitrogen, ZDA). Alikvot 50 μL kompetentnih celic smo odtajali na ledu, jim 
dodali 1 μL plazmida s koncentracijo 1 ng/μL in nežno premešali. Mešanico smo  
30 minut inkubirali na ledu, nato pa izvedli toplotni šok, tako, da smo celice 45 
sekund inkubirali pri 42 ˚C in zatem 2 minuti na ledu. Celicam smo dodali 450 μL 
ogretega gojišča SOC (ang. super optimal broth, Invitrogen, ZDA) in jih stresali 1 
uro pri 300 vrtljajih/min pri 37 ˚C. Po 100 μL te mešanice smo razmazali na plošče 
s trdnim gojiščem LB (ang. lysogeny broth, priprava je opisana v poglavju 3.2.1) s 
koncentracijo ampicilina 100 μg/mL (LB Amp). 
Izolacija plazmidne DNA 
Plazmide smo izolirali s kompletom reagentov FastGene Plasmid Mini (Nippon 
Genetics Europe, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Prekonočne kulture 
transformiranih bakterij smo pripravili tako, da smo s plošče LB Amp s 
transformiranimi bakterijami s sterilnim zobotrebcem prenesli po eno osamljeno 
kolonijo v 10 mL tekočega gojišča LB Amp in stresali pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C 
preko noči. Bakterijske celice smo nato ločili od gojišča s centrifugiranjem, jih 
lizirali s pufrom za lizo in nanesli na kolono. DNA, vezano na membrano kolone, 
smo večkrat sprali in na koncu eluirali s 50 μL avtoklavirane čiste vode (dH2O). 
Izoliranim plazmidom smo izmerili koncentracijo (A260) in čistost (razmerje 
A260/A280) s spektrofotometrom NanoDrop One Microvolume UV-Vis (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). 
Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami 
Za rezanje plazmidnega vektorja pET22b(+) in plazmidov s konstrukti SdAb19 
(pTwist-SdAb19-AviTag in pTwist-SdAb19-HRP) smo pripravili reakcijske 
mešanice, ki so vsebovale 3 μg plazmidne DNA, 5 μL 10× pufra NEB 3, po 2,5 μL 
vsakega od encimov NcoI in XhoI s koncentracijo 10.000 U/mL (New England 
Biolabs (NEB), ZDA) in dH2O do končnega volumna 50 μL. Reakcija je potekala        
1 uro in 30 minut pri 37 ˚C, nakar smo restrikcijske endonukleaze deaktivirali s 
segrevanjem pri 70 ˚C za 20 minut. 
Za rezanje plazmidnih vektorjev pMCSG7 in pMCSG10 smo pripravili reakcijske 
mešanice, ki so vsebovale 9,6 μg plazmidne DNA, 10 μL 10× pufra za SspI in 10 μL 
encima SspI s koncentracijo 5000 U/mL (NEB, ZDA). Reakcija je potekala preko 




Uspešnost rezanja plazmidov smo preverili z agarozno elektroforezo in s 
preverjanjem rasti kolonij po transformaciji kompetentnih celic E. coli z rezanimi 
plazmidi na plošči LB z ampicilinom.  
Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda za ločevanje nukleinskih kislin v 
električnem polju po velikosti in obliki. Za ločevanje DNA smo pripravili 1 % (w/v) 
ali 0,8 % (w/v) agarozni gel tako, da smo zatehtali ustrezno količino agaroze, 
dodali želeno količino pufra TAE (40 mM Tris-HCl, pH 8, 20 mM ocetna kislina,       
1 mM EDTA) in mešanico segrevali v mikrovalovni pečici, da se je agaroza 
popolnoma raztopila. Ohladili smo jo pod tekočo vodo in ji dodali nekaj kapljic 
etidijevega bromida (Carl Roth, Nemčija). Alternativno smo namesto etidijevega 
bromida  dodali 0,005 % (v/v) barvila Midori Green (Nippon Genetics Europe, 
Nemčija). Mešanico smo vlili v pladenj za gel z glavničkom z 10, 15 ali 24 zobci.  
Pred začetkom elektroforeze smo agarozni gel prenesli v kad za elektroforezo s 
pufrom TAE in nanesli vzorce DNA z dodanim 6× nanašalnim pufrom (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). V primeru analizega rezanja smo nanesli 1 μL te končne 
mešanice, v primeru izrezovanja rezanih fragmentov DNA pa celotno mešanico. Na 
gel smo nanesli tudi 10 μL velikostnih lestvic DNA Quick-Load Purple 100 bp DNA 
Ladder (NEB, ZDA), GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
ali velikostno lestvico DNA bakteriofaga λ (HindIII/EcoRI). Elektroforeza je 
potekala 40 minut pri napetosti 90 V ali 2h pri napetosti 75 V. Detekcijo smo 
izvedli z napravo MiniBis (DNA BioImaging Systems, Izrael) po presvetlitvi s 
svetlobo UV valovne dolžine 254 nm. 
Čiščenje DNA iz gela 
Iz gelov smo ob presvetlitvi z nemutageno modro svetlobo z aparaturo Safeimager 
(Invitrogen, ZDA) s čistim skalpelom izrezali želene fragmente DNA in jih prestavili 
v čisto mikrocentrifugirko. Za izolacijo DNA iz gela smo uporabili komplet 
reagentov QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Nemčija) in sledili navodilom 
proizvajalca. Na kratko, koščkom gela z DNA smo dodali vezavni pufer v razmerju  
1:3 in segrevali 10 minut pri 50 ˚C, dokler se ni gel popolnoma raztopil. Dodali smo 
izopropanol in mešanico nanesli na kolono. DNA, vezano na membrano kolone smo 
večkrat sprali in na koncu eluirali s 40 μL dH2O. Izoliranim plazmidom smo izmerili 






Vstavitev konstruktov v vektorje 
Ligacija in vnos v bakterije E. coli 
Za ligacijo izrezanih in očiščenih vključkov SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP v 
vektor pET22b(+) smo uporabili komplet reagentov QuickLigation (NEB, ZDA) po 
navodilih proizvajalca. Vsaka reakcijska mešanica je vsebovala 10 μL 2× pufra, 30 – 
40 ng vključka, 3× manjšo množino rezanega plazmida, 1 μL ligaze DNA in dH2O do 
končnega volumna 20 μL. Ligacijo SdAb19-AviTag smo izvedli s 6 μL vključka s 
koncentracijo 6,4 ng/μL in 1,45 μL plazmida pET22b(+) s koncentracijo 106 ng/μL, 
ligacijo SdAb19-HRP pa s 6 μL vključka s koncentracijo 5 ng/μL in 0,38 μL 
plazmida pET22b(+) s koncentracijo 106 ng/μL. Pripravili smo tudi kontrolno 
reakcijsko mešanico, ki je vsebovala le rezan plazmid (1,45 μL plazmida pET22b(+) 
s koncentracijo 106 ng/μL) brez vključka. Ligacija je potekala 15 minut pri sobni 
temperaturi, nato pa smo reakcijske mešanice ohladili na ledu. Ligacijske mešanice 
smo 5× redčili in z 1 μL ali 2 μL transformirali kompetentne celice E. coli ter 
preverili rast kolonij na ploščah LB z dodanim antibiotikom. 
Metoda kloniranja brez ligacije  
Priprava vključkov z verižno reakcijo s polimerazo 
Metoda kloniranja brez ligacije temelji na 3'-5' eksonukleazni aktivnosti DNA-
polimeraze T4, ki na vključkih in lineariziranem plazmidu naredi komplementarne 
dolge lepljive konce, ki jih bakterija po transformaciji poveže v plazmid. Vključke s 
konci, komplementarnimi tarčnemu plazmidu, pripravimo s PCR z ustreznimi 
začetnimi oligonukleotidi. Želeli smo pripraviti 4 različne vključke: SdAb19, ki ni 
kodonsko optimiziran, in SdAb19, SdAb19-AviTag ter SdAb19-HRP, ki so kodonsko 
optimizirani za izražanje v E. coli (3.1.2). Načrtali smo 6 začetnih oligonukleotidov, 
zbranih v tabeli 2. Upoštevali smo, da so se smerni začetni oligonukleotidi na 
matrico DNA prilegali za START kodonom, protismerni začetni oligonukleotidi pa 
pred mestom TEV. Na 5'-konec začetnih oligonukleotidov smo dodali zaporedje, 
komplementarno vektorjema pMCSG7 in pMCSG1056. Začetne oligonukleotide smo 
naročili pri Signa Aldrich (Nemčija) v liofilizirali obliki. Pred uporabo smo začetne 
oligonukleotide raztopili v ustreznem volumnu dH2O do končne založne 
koncentracije 100 mM. Kot matrično DNA smo uporabili plazmida pET22b(+)-
SdAb19-AviTag in pET22b(+)-SdAb19-HRP (tabela 1) ter plazmidni vektor 
pCDNA3.1 z kodonsko neoptimiziranim zapisom za nanotelo SdAb19, ki smo ga 






Tabela 2: Opisi in zaporedja DNA začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri pripravi vključkov z metodo LIC. 
Oznaka Opis Zaporedje (5'-3') 
SdAb19-F smerni, neoptimiziran 
SdAb19 
TACTTCCAATCCAATGCCGCAGCAGCCGAGGTGCAGCTGGT 





smerni, optimiziran SdAb19 TACTTCCAATCCAATGCCGCAGCAGCGGAAGTGCAGCTGGT 
Opt_SdAb19-R protismerni, optimiziran 
sdAb10 
TTATCCACTTCCAATGTTAGCTGCTCACGGTCACCT 
Opt_SdAb19_Avi-R protismerni, optimiziran 
SdAb19-AviTag 
TTATCCACTTCCAATGTTAGCGGGTTTCATGCCATTCAAT 




Pripravili smo 4 reakcijske mešanice PCR (tabela 3), ki so vsebovale 5 μL 10× pufra 
KOD, 3 μL 25 mM MgSO4, 2,5 μL DMSO, 5 μL 2 mM mešanice dNTP, 10 ng matrične 
DNA, 1,5 μL 10 mM začetnih oligonukleotidov, 1 μL DNA-polimeraze KOD Hot Start 
(Merck, Nemčija) in dH2O do 50 μL. Uporabili smo temperaturni program, ki je 
prikazan v tabeli 4. 
 
Tabela 3: Priprava vključkov za metodo LIC. Opisani so ime vključka, matrična DNA, začetni oligonukleotidi in 
dolžine pomnožkov DNA 






pCDNA3.1-SdAb19 SdAb19-F, SdAb19-R 394 
optimiziran SdAb19 pET22b-SdAb19-AviTag 
 
Opt_SdAb19-F, Opt_SdAb19-R 394 
optimiziran 
SdAb19-AviTag 
pET22b-SdAb19-AviTag Opt_SdAb19-F, Opt_SdAb19_Avi-R 487 
optimiziran 
SdAb19-HRP 
pET22b-SdAb19-HRP Opt_SdAb19-F, Opt_SdAb19_HRP-R 1339 
 
Tabela 4: Temperaturni program reakcije PCR za pripravo vključkov za metodo LIC. 
 25 ciklov  
Začetna denaturacija Denaturacija Prileganje Podaljševanje Končno podaljševanje 





Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo na 1 % 
agaroznem gelu z dodanim barvilom Midori Green. Na gel smo nanesli 15 μL 
reakcijske mešanice z dodanimi 3 μL 6× nanašalnega pufra. Iz ostanka reakcijske 
mešanice smo pomnožke DNA očistili s kompletom reagentov PCR Cleanup 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA), pri čemer smo sledili navodilom proizvajalca. Na 
kratko, reakcijski mešanici smo dodali pufer za vezavo v razmerju 1:1, mešanico 
nanesli na kolono, DNA, vezano na membrano kolone, večkrat sprali in jo eluirali s 
50 μL dH2O. 
Priprava lepljivih koncev z DNA-polimerazo T4 
Za pripravo ujemajočih se lepljivih koncev na rezanih plazmidnih vektorjih 
pMCSG7 in pMCSG10 in s PCR pomnoženih vključkih smo izvedli reakcijo z DNA-
polimerazo T4. Sestava reakcijskih mešanic za vključke in plazmide je 
predstavljena v tabeli 5. V primeru plazmidov je bil v reakciji prisoten samo dGTP, 
v primeru vključkov pa samo dCTP. Vse reakcije so potekale 40 minut pri 25 ˚C, 
čemur je sledilo 20 minut pri 75 ˚C. 
Tabela 5: Vsebina reakcijskih mešanic priprave dolgih lepljivih koncev na plazmidih in vključkih za metodo 
LIC. 
 85 μL rezanega plazmida 30 μL vključka 
10× pufer NEB 2 12 μL 4 μL 
100 mM DTT 3,6 μL 1,2 μL 
goveji serumski albumin  (20 
mg/mL) 
1,5 μL 1 μL 
100 mM dGTP/dCTP 6 μL dGTP 2 μL dCTP 
DNA-polimeraza T4 (NEB) 5 μL 0,5 μL 
dH2O 6,9 μL 1,3 μL 
 
Prileganje vključka in plazmida 
Pred transformacijo v kompetentne celice je potrebno izvesti prileganje 
komplementarnih dolgih lepljivih koncev rezanega plazmida in vključka, da 
nastane plazmid s štirimi zarezami, ki jih bakterija med replikacijo DNA popravi. 
Reakcijska mešanica je vsebovala 3 μL rezanega plazmida in 7 μL vključka, pri 
čemer smo 4 vključke (neoptimiziran SdAb19, optimiziran SdAb19, optimiziran 
SdAb19-AviTag in optimiziran SdAb19-HRP) prilegali na oba plazmida (pMCSG7 in 
pMCSG10, tabela 1, plazmidi na osnovi vektorja pMCSG). Vse reakcije so potekale 
30 minut pri sobni temperaturi. Nadaljevali smo s transformacijo kompetentnih 
celic E. coli s celotnim volumnom reakcijskih mešanic in preverili rast kolonij na 




Določitev kolonij E. coli z vstavljenim želenim plazmidom 
Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
Za določitev uspešnosti molekulskega kloniranja po klasični metodi in kloniranja 
LIC smo izvedli reakcijo PCR na osnovi kolonije, kjer del bakterijske kolonije 
dodamo direktno v reakcijsko mešanico kot matrično DNA. Uporabili smo 
naslednje začetne oligonukleotide: smerni začetni oligonukleotid, ki se prilega na 
promotor T7 z zaporedjem 5'-3' TAATACGACTCACTATAGGG (z oznako T7-F) in 
protismerni začetni oligonukleotid, ki se prilega na terminator T7 z zaporedjem 5'-
3' GCTAGTTATTGCTCAGCGG (z oznako T7-R) ter začetna oligonukleotida SdAb19-
F in Opt_SdAb19 (tabela 2). 
Za določitev uspešnosti vstavljanja vključkov v vektor pET22b(+) smo uporabili 
komplet reagentov KAPA2G Fast PCR (Kapa Biosystems, ZDA). Reakcijske 
mešanice PCR so vsebovale 5 μL 5× pufra KAPA2G A, 0,5 μL 10 mM mešanice 
dNTP, po 1,25 μL začetnih oligonukleotidov T7-F in T7-R z 10 mM koncentracijo, 
0,1 μL DNA-polimeraze in dH2O do končnega volumna 25 μL. Matrično DNA v tem 
primeru predstavljajo bakterije, ki smo jih s sterilnim zobotrebcem prenesli v 
reakcijsko mešanico. Za reakcijo PCR smo uporabili temperaturni program, 
prikazan v tabeli 6, ki je vseboval podaljšano začetno denaturacijo za lizo 
bakterijskih celic. Uspešnost pomnoževanja DNA smo preverili z elektroforezo na  
1 % agaroznem gelu z dodanim etidijevim bromidom. Na gel smo nanesli po 20 μL 
reakcijskih mešanic z dodanim 6× nanašalnim pufrom in velikostno lestvico DNA 
bakteriofaga λ (HindIII/EcoRI). 
 
Tabela 6: Temperaturni program PCR na osnovi kolonije za pomnožitev konstruktov v vektorju pET22b(+). 
 32 ciklov  
Začetna denaturacija Denaturacija Prileganje Podaljševanje Končno podaljševanje 
3 min, 95 ˚C 15 s, 95 ˚C 15 s, 60 ˚C 32 s, 72 ˚C 5 min, 72 ˚C 
 
Za določitev uspešnosti vstavljanja vključkov v vektorja pMCSG7 in pMCSG10 po 
metodi LIC smo uporabili komplet reagentov Dream Taq Green Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). Uporabili smo smerna začetna oligonukleotida 
SdAb19-F in Opt_SdAb19-F (tabela 2) ter protismerni začetni oligonukleotid T7-R. 
Matrično DNA smo pripravili tako, da smo na globoko ploščo s 96 vdolbinicami 
(Ritter, Nemčija) v 200 μL gojišča LB Amp nacepili prekonočne kulture 
transformiranih kolonij E. coli. Naslednji dan smo po 20 μL prekonočnih kultur 




ločili celice od gojišča. Gojišče smo odlili, celični pelet pa suspendirali v 50 μL dH2O 
in ploščo inkubirali pri 95 ˚C za 5 minut. Ponovili smo korak centrifugiranja in 
supernatant uporabili kot matrico DNA za reakcijo PCR. Pripravili smo reakcijske 
mešanice PCR, ki so vsebovale 12,5 μL mešanice Dream Taq Green Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA), po 0,5 μL začetnega oligonukleotida SdAb19-F ali 
Opt_SdAb19 in začetnega oligonukleotida T7-R z 10 mM koncentracijo, 2,5 μL 
raztopine matrice in dH2O do končnega volumna 25 μL. Za reakcijo PCR smo 
uporabili temperaturni program, ki je prikazan v tabeli 7. Uspešnost 
pomnoževanja DNA smo preverili z elektroforezo na 1 % agaroznem gelu z 
dodanim barvilom Midori Green. Na gel smo nanesli po 20 μL reakcijskih mešanic z 
dodanim 6× nanašalnim pufrom in velikostno lestvico GeneRuler 1 kb DNA Ladder. 
Tabela 1: Temperaturni program PCR na osnovi kolonije za pomnožitev konstruktov v vektorjih pMCSG7 in 
pMCSG10. 
 25 ciklov  
Začetna denaturacija Denaturacija Prileganje Podaljševanje Končno podaljševanje 
2 min, 95 ˚C 30 s, 95 ˚C 10 s, 52 ˚C 1 min, 72 ˚C 10 min, 72 ˚C 
 
Preverjanje zaporedja pripravljenih plazmidov 
Kolonije, za katere smo z reakcijo PCR določili, da vsebujejo želeni plazmid, smo 
precepili v tekoče gojišče LB Amp in naslednji dan izvedli izolacijo plazmidne DNA. 
Za preverjanje zaporedja smo vse pripravljene plazmide poslali na določanje 
zaporedja pri podjetju Eurofins Genomics (Nemčija) ali Macrogen Europe 
(Nizozemska). Raztopine plazmidne DNA smo skoncentrirali približno 2-krat z 
vakuumskim koncentratorjem SpeedVac (Eppendorf, Nemčija). Pripravili smo po  
5 μL raztopine plazmida s koncentracijo  100 ng/μL. V primeru plazmidov 
pET22b(+)-SdAb19-AviTag in pET22b(+)-SdAb19-HRP, smo jim dodali po 5 μL    
10 mM začetnih oligonukleotidov T7-F ali T7-R. V primeru plazmidov pMCSG7-
SdAb19-neoptimiziran, pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag, 
pMCSG7-SdAb19-HRP, pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-SdAb19-
optimiziran, pMCSG10-SdAb19-AviTag in pMCSG10-SdAb19-HRP smo pri izvajalcu 
izbrali uporabo standardnih začetnih oligonukleotidov na osnovi promotorja T7 in 
terminatorja T7. Preverili smo kvaliteto določanja zaporedij in zaporedja 






3.2 Izražanje konstruktov z zapisom za nanotelo SdAb19 v E. coli 
 
Za izražanje konstruktov z zapisom za nanotelo SdAb19 smo uporabili dva seva E. 
coli. Sev E. coli BL21[DE3] (genotip: F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 
[lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS)) vsebuje zapis za RNA-
polimerazo T7, kar omogoča izražanje pod kontrolo promotorja T7. Sev E. coli 
RosettaGami2 [DE3] (genotip: Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL (DE3) F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 trxB pRARE2 (CamR, 
StrR, TetR)) ima mutiran gen gor za glutation reduktazo (z odpornostjo proti 
tetraciklinu), kar omogoča učinkovitejšo vzpostavitev disulfidnih vezi, in vsebuje 
plazmid pRARE2 (z odpornostjo proti kloramfenikolu) z zapisi za redke tRNA, kar 
omogoča izražanje konstruktov z redkimi kodoni E. coli. Celice BL21[DE3] smo 
transformirali z vsemi plazmidi, naštetimi v tabeli 1, celice RosettaGami2 pa le s 
plazmidi na osnovi vektorja pMCSG (tabela 1). Transformacije smo izvedli, kot je 
opisano v poglavju 3.1.3, pri čemer smo transformante na osnovi BL21[DE3] 
razmazali na plošče LB Amp, transformante na osnovi RosettaGami2 pa na plošče 
LB z dodanimi antibiotiki ampicilin (končna koncentracija 100 μg/mL), tetraciklin 
(12,5 μg/mL; LB Amp Tc) in v primeru plazmidov pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran 
in pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran še kloramfenikol (34 μg/mL; LB Amp Tc Chl).  
Želeli smo pripraviti tudi biotiniliran SdAb19, zato smo v bakterijah izrazili 
bakterijsko biotin ligazo BirA, zapisano na plazmidu pET28b(+) (pET28b(+)-BirA), 
ki smo ga prejeli od Urbana Javorška (Institut ''Jožef Štefan''). Vektor pET28b(+) 
omogoča izražanje v bakterijah pod promotorjem T7 in nosi zapis za odpornost 
proti kanamicinu. Zapis za BirA je na N-koncu označen z oznako His6 in s 
proteinom, ki veže maltozo (ang. maltose binding protein, MBP), ki omogoča boljšo 
topnost rekombinantnih proteinov. Bakterije E. coli BL21[DE3] smo transformirali 
s pET28b(+)-BirA, pri čemer smo transformante razmazali na plošče LB s 
kanamicinom (končna koncentracija 50 μg/mL; LB Kan).  
Alternativno smo izvedli in vivo biotinilacijo v bakterijah s hkratnim izražanjem 
BirA in SdAb19-AviTag. V tem primeru je bil zapis za BirA na vektorju pBirAcm, ki 
nosi zapis za odportnost proti kloramfenikolu in smo ga prejeli od prof. dr. Sergea 
Muyldermansa (Vrije Universitat Brussel, Belgija). Izvedli smo hkratno 
transformacijo celic E. coli BL21[DE3] s plazmidoma pBirAcm in pMCSG7-SdAb19-
AviTag, pri čemer smo transformante razmazali na plošče LB z dodanim 
ampicilinom (končna koncentracija 100 μg/mL) in kloramfenikolom (34 μg/mL; 






Za izražanje smo uporabili gojišča LB,  TB (ang. terrific broth) in avtoindukcijsko 
gojišče ZYM-5052 (ZY). 
Gojišče LB vsebuje 0,5 % (w/v) kvasnega ekstrakta, 1 % (w/v) triptona in 1 % 
(w/v) NaCl. Vse komponente smo raztopili v 900 ml dH2O, po potrebi uravnali pH 
na 7 in dopolnili z dH2O do končnega volumna 1L. Gojišče smo avtoklavirali pri  
121 °C 15 minut. Za transformacijo bakterij smo uporabili plošče s trdnim gojiščem 
LB, ki smo ga pripravili po enakem receptu, le da smo pred avtoklaviranjem dodali 
20 g/L agarja. Ko se je gojišče ohladilo na približno 60 ˚C, smo dodali antibiotik in 
gojišče vlili na plošče s premerom 10 cm.  
Gojišče TB vsebuje 2,4 % (w/v) kvasnega ekstrakta, 2 % (w/v) triptona, 0,4 % 
(w/v) glicerola, 0,017 M KH2PO4 in 0,072 M K2HPO4. Kvasni ekstrakt, tripton in 
glicerol smo raztopili v 900 ml dH2O in avtoklavirali pri 121 °C 15 minut. Dodali 
smo 100 mL sterilno filtriranega 10× fosfatnega pufra, ki je vseboval 0,17 M 
KH2PO4 in 0,72 M K2HPO4. 
Avtoindukcijsko gojišče ZY vsebuje 1 % (w/v) mešanico N-Z amin, 0,5 % % (w/v) 
kvasnega ekstrakta, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM Na2SO4, 
2 mM MgSO4, kovine v sledovih, 0,5 % (v/v) glicerola, 0,05 % (w/v) glukoze in    
0,2 % (w/v) laktoze59. N-Z amin in kvasni ekstrakt smo raztopili v 950 mL dH2O in 
avtoklavirali pri 121 °C 15 minut. Temu smo dodali ustrezno količino prej 
pripravljenih sterilno filtriranih založnih raztopin ostalih komponent.  
Po potrebi smo gojiščem dodali naslednje antibiotike: ampicilin (končna 
koncentracija 100 μg/mL), kloramfenikol (končna koncentracija 34 μg/mL), 
tetraciklin (končna koncentracija 12,5 μg/mL) ali kanamicin (končna koncentracija 
50 μg/mL). 
3.2.2 Priprava prekonočnih kultur 
Prekonočne kulture smo pripravili tako, da smo s sterilnim nastavkom za pipeto 
prenesli osamljeno kolonijo s plošče s transformiranimi bakterijami v 10 mL 
gojišča LB z ustreznimi količinami antibiotikov (navedeni v poglavju 3.2.1) ali v 
primeru izražanja v velikem obsegu v 20 mL gojišča TB z ustreznimi antibiotiki, 
odmerjenega v sterilno centrifugirko s pokrovom (volumen 50 mL, WVR, ZDA). 





3.2.3 Izražanje v periplazmi  
Za izražanje v periplazmi smo uporabili celice E. coli BL21[DE3], transformirane s 
plazmidoma pET22b(+)-SdAb19-AviTag ali pET22b(+)-SdAb19-HRP (tabela 1). 
Izražanje v manjšem obsegu smo izvedli v bioreaktorjih TubeSpin Bioreactor      
(50 mL, Techno Plastic Products, Švica) v treh vrstah gojišča (LB, TB ali 
avtoindukcijsko) z dodanim ampicilinom, pri čemer smo 25 mL gojišča dodali po 
250 μL prekonočne kulture. Kulture smo stresali pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C in 
rast bakterij v gojiščih LB in TB spremljali z merjenjem optične gostote oziroma 
absorbance pri 600 nm (ang. optical density, OD600) s spektrofotometrom Infinite 
M1000 (Tecan, Švica). Ko so kulture dosegle OD600=0,8, smo z dodatkom IPTG 
(končna koncentracija 1 mM) izvedli indukcijo izražanja. Po indukciji smo celice 
gojili s stresanjem pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C. V primeru avtoindukcijskega 
gojišča smo kulture brez spremljanja rasti gojili s stresanjem pri 250 vrtljajih/min 
pri 37 ˚C. Za spremljanje izražanja smo po 5 in 19 urah odvzeli po 5 mL kulture, ki 
smo jo uporabili za nadaljnjo analizo. 
3.2.4 Izražanje v citoplazmi 
Izražanje v majhnem obsegu 
Za izražanje v citoplazmi v manjšem obsegu smo uporabili celice E. coli BL21[DE3], 
transformirane s plazmidi na osnovi vektorja pMCSG (tabela 1), plazmidom 
pET28b(+)-BirA ali dvojno transformirane z plazmidoma pMCSG7-SdAb19-AviTag 
in pBirAcm, ter celice E. coli RosettaGami2, transformirane s plazmidi na osnovi 
vektorja pMCSG (tabela 1). Izražanje smo izvedli v gojiščih LB, TB in 
avtoindukcijskem gojišču na dva načina: (1) v globokih ploščah z 48 vdolbinicami 
(Ritter, Nemčija), pri čemer smo gojili 1 ml, 1,5 mL ali 2 mL kulture, ali (2) v 
bioreaktorjih TubeSpin Bioreactor (50 mL, Techno Plastic Products, Švica), pri 
čemer smo gojili 5 mL, 10 mL ali 15 mL kulture. V slednjem primeru smo izražanje 
spremljali z odvzemom 1 mL ali 5ml kulture iz bioreaktorjev po 2, 19, 21 ali 46 
urah gojenja.  
Optimizirali smo še naslednje pogoje izražanja: razmerje med prekonočno kulturo 
in gojiščem, hitrost stresanja in temperaturo gojenja pred indukcijo, OD600 ob 
indukciji, izbiro induktorja in hitrost stresanja ter temperaturo gojenja po indukciji 
in čas gojenja po indukciji. Prekonočno kulturo celic BL21[DE3] smo dodajali v 
razmerjih kultura : gojišče 1:100 ali 1:10, prekonočno kulturo celic RosettaGami2 
smo dodajali v razmerju 1:40, 1:20 ali 1:5. Celice smo stresali pri 250 vrtljajih/min 
pri 37 ˚C nekaj ur ali pri 150 vrtljajih/min pri 15 ˚C preko noči in rast bakterij v 
gojiščih LB in TB spremljali z merjenjem OD600. Ko so kulture dosegle OD600 = 0,4, 
OD600 = 0,5 ali OD600 = 0,7 smo z dodatkom IPTG (končna koncentracija 50 μM) ali 




indukciji smo celice gojili s stresanjem pri 250 vrtljajih/min ali 150 vrtljajih/min 
pri 27 ˚C, 18 ˚C ali 15 ˚C. V primeru izražanja pri 15 ˚C smo poskusili tudi z 
ohlajanjem celic na 15 ˚C 1 uro pred indukcijo.  
Izražanje v večjem obsegu 
Za izražanje v večjem obsegu smo uporabili celice E. coli BL21[DE3], 
transformirane s plazmidi pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag 
in pET28b(+)-BirA. Prekonočne kulture smo pripravili kot je opisano v poglavju 
3.2.2. Gojenje smo izvedli v 2 L steklenicah z utori v 0,5 L gojišča TB, ki smo mu 
dodali 20 mL prekonočne kulture. Celice smo stresali pri 250 vrtljajih/min pri      
37 ˚C in spremljali rast bakterij z merjenjem OD600. Ko so kulture dosegle 
OD600=0,6-0,7 smo z dodatkom laktoze (končna koncentracija 0,2 %) izvedli 
indukcijo izražanja. Stresanje in temperaturo smo približno pol ure pred indukcijo 
znižali na 150 vrtljajev/min in 15 ˚C  in pri teh pogojih kulturo gojili približno 46 
ur. 
3.3 Izolacija rekombinantnih proteinov SdAb19 in biotin ligaze 
BirA 
3.3.1 Liza celic 
Za izolacijo proteinov SdAb19 smo s centrifugiranjem 10 minut pri 7000 g celice 
najprej ločili od gojišča in gojišče zavrgli. Pelet celic smo na ledu resuspendirali v 
hladnem pufru za lizo (tabela 8)  v 1/10 volumna gojišča.   
Tabela 8: Oznake in sestava pufrov za lizo celic. 
 Pufer za lizo 1 Pufer za lizo 2 Pufer za lizo 3 
Tris-HCl 30 mM 20 mM 20 mM 
NaCl 400 mM 100 mM 100 mM 
pH 7,5 8,5 9 
kokošji lizocim 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL 
 
Suspenzijo celic smo dodatno razbili z ultrazvokom z uporabo ultrazvočnega 
razbijalnika Digital Sonifier (Branson, ZDA) ob inkubaciji vzorca na ledu. Za 
razbitje celic po izražanju v majhnem obsegu smo uporabili 20 % amplitudo s 
trajanjem 20 sekund, za razbitje celic po izražanju v večjem obsegu pa 30 % 
amplitudo s trajanjem 5 minut, pri čemer smo 5 sekund ultrazvoka izmenjevali z 
20 sekund mirovanja na ledu. Alternativno smo suspenzijo celic razbili z uporabo 
ultrazvočne kadi XUBA3 (Grant Instruments, Velika Britanija) s trajanjem 15 




čemer smo pri izražanju v manjšem obsegu vrteli 10 minut pri 14.000 g, pri 
izražanju v večjem obsegu pa 10 minut pri 50.000 g. Delo smo nadaljevali s 
supernatantom, ki je vseboval topne proteine.  
3.3.2 Čiščenje proteinov 
Nikljeva afinitetna kromatografija 
Čiščenje proteinov z nikljevo afinitetno kromatografijo temelji na afiniteti 
histidinskih aminokislinskih ostankov (His6), vezanih na protein, do niklja, ki je 
preko kelatorja vezan na nosilec v koloni (stacionarna faza). Pufre za vezavo 
(mobilna faza) s His6 označenih proteinov smo pripravili na podlagi pufrov za lizo 
iz tabele 8, ki smo jim dodali 10 mM imidazol, pufre za elucijo pa smo pripravili 
podobno z dodatkom 300 mM imidazola.   
Čiščenje proteinov, izraženih v majhnem obsegu 
Za nikljevo afinitetno kromatografijo v manjšem volumnu smo uporabili plošče s 
96 vdolbinicami s filtrom z velikostjo luknjic 1 μm AcroPrep (Pall, ZDA) in 
vakuumsko črpalko, s katero smo tekočino črpali skozi filter. V vsako vdolbinico 
smo odpipetirali 100 μL suspenzije nosilca Ni Sepharose Excel (GE Healthcare, 
ZDA), ki je bil shranjen v 20 % etanolu. Pred dodatkom vzorca smo zato nosilec 
dvakrat sprali z 250 μL dH2O in trikrat z 250 μL pufra za vezavo. Nato smo dodali 
po 250 μL vzorca v posamezno vdolbinico, inkubirali 15 minut in tekočino 
odstranili z vakuumiranjem. V primeru večjega volumna vzorca, smo ga večkrat 
nanesli v isto vdolbinico in ponovili postopek. Za odstranitev nespecifično vezanih 
proteinov smo nosilec trikrat sprali z 250 μL pufra za vezavo. Zatem smo ploščo s 
filtrom prestavili na ploščo s 96 vdolbinicami in vezane proteine eluirali z 
dodatkom 25 μL pufra za elucijo in centrifugiranjem 3 minute pri 2200 g. Eluirane 
vzorce smo takoj po čiščenju z nikljevo afinitetno kromatografijo analizirali s 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE). 
Večji obseg 
Nikljevo afinitetno kromatografijo v velikem obsegu smo izvedli na sistemu Akta 
Xpress (GE Heathcare, ZDA). Princip čiščenja s His6 označenih proteinov je enak 
kot pri kromatografiji v majhnem obsegu, samo da v tem primeru ločevanje poteka 
na koloni, napolnjeni s stacionarno fazo, črpalke pa čez kolono črpajo pufre 
(mobilno fazo) in vzorec. V našem primeru smo uporabili kolono His-trap HP        
(1 mL, GE Healthcare, ZDA), kjer je nikelj vezan na nitrilotriocetno kislino. S His6 
označene proteine, vezane na kolono, smo eluirali s pufrom za elucijo, eluiran 
vzorec pa smo nadalje očistili s kromatografijo z ločevanjem po velikosti na istem 




na vzorcih SdAb19 in SdAb19-AviTag izvedli še sekundarno nikljevo afinitetno 
kromatografijo, s čimer smo odstranili proteazo in oznako His6. Tokrat smo pufru 
za vezavo dodali β-merkaptoetanol do končne koncentracije 10 mM, da smo 
zagotovili reducirajoče okolje. V tem primeru se je na nikelj vezala proteaza z 
oznako His6, protein SdAb19 z odstranjeno oznako His6 pa se je spral z vezavnim 
pufrom, kar je sistem Akta Xpress zbiral v po 2 mL velikih frakcijah v globoko 
ploščo s 96 vdolbinicami (Ritter, Nemčija).  
Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti (ang. size exclusion chromatography, 
SEC) temelji na različno hitrem prehajanju snovi skozi pore kolone, ki jo sestavlja 
nosilec iz kroglic (stacionarna faza), in smo jo v našem primeru uporabili za 
odstranjevanje nečistoč v proteinskih vzorcih. SEC na sistemu Akta Xpress smo 
izvedli na vzorcih, eluiranih po primarni nikljevi afinitetni kromatografiji, in na 
vzorcu BirA-MBP po rezanju s proteazo TEV. Uporabili smo kolono HiLoad 16/600 
Superdex 200 pg (GE Healthcare, ZDA) in pufer, ki je vseboval 20 mM Tris-HCl   
(pH 9) in 100 mM NaCl. Sistem Akta Xpress meri absorbanco vzorcev pri 280 nm, s 
čimer sledimo vsebnosti proteinov v sistemu, po dosegu pražne vrednosti A280 pa 
začne z zbiranjem 2 mL frakcij v globoko ploščo s 96 vdolbinicami (Ritter, 
Nemčija). Glede na kromatogram signala pri A280 za posamezno frakcijo smo 
določili frakcije za nadaljnjo analizo z NaDS-PAGE, kot je opisano v poglavju 3.3.3, 
in jih ustrezno združili. 
Cepitev s proteazo TEV  
Za odstranitev oznake His6 iz označenih proteinov SdAb19 smo uporabili proteazo 
TEV. Vzorcu označenega proteina smo dodali β-merkaptoetanol do končne 
koncentracije 10 mM in 0,5 mL proteaze TEV s koncentracijo 1 mg/mL. Reakcija je 
potekala 72 ur pri 4 ˚C. Po cepitvi s TEV smo vzorca SdAb19 in SdAb19-AviTag 
ponovno očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo, vzorec BirA-MBP pa s SEC. 
Koncentriranje proteinov 
Za koncentriranje vzorcev po kromatografiji in za odstranitev neželenih snovi (npr. 
β-merkaptoetanola) smo uporabili koncentratorje Amicon Ultra Centrifugal Filter 
Units, 50 ml (Merck Millipore, ZDA). Za koncentriranje BirA-MBP smo uporabili 
centrifugirko z membrano z izključitveno molekulsko maso 30 kDa, za SdAb19 in 
SdAb19-AviTag pa centrifugirke z membrano z izključitveno molekulsko maso        
3 kDa. Vzorce smo s centrifugiranjem pri 5000 g pri sobni temperaturi 
skoncentrirali približno 10-krat, jih nato 3-krat sprali z 12,5 mL pufra za lizo 3 




3.3.3 Analiza izražanja s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
NaDS 
Uspešnost izražanja in čiščenja proteinov smo preverjali z NaDS-PAGE. Pri tej 
metodi z dodatkom NaDS dosežemo denaturirajoče pogoje, zaradi česar je 
potovanje proteinov po gelu odvisno le od njihove velikosti. Gele za elektroforezo 
smo pripravili po receptu, zapisanim v tabeli 9, pri čemer smo TEMED in APS 
dodali nazadnje, ker zaradi tvorbe radikalov sprožita polimerizacijo gela. Po 8 
gelov hkrati smo vlivali s sistemom za vlivanje gelov (BioRad, ZDA).  
Tabela 9: Sestava ločevalnega in zbiralnega gela za pripravo 8 gelov za NaDS-PAGE. 
Za 8 gelov Ločevalni gel Zbiralni gel 
destilirana voda 16,43 mL 13,33 mL 
pufer (4×) 11,25 mL (1,5 M Tris-HCl, pH 6,8) 5,63 mL (0,5 M Tris-HCl, pH 8,8) 
NaDS (10 %) 450 μL 225,1 μL 
mešanica 
akrilamid/bisakrilamid 
(40 %, 37,5:1) 
16,88 mL 2,83 mL 
TEMED 67,5 μL 33,73 μL 
APS (10 %; w/v) 135 μL 67,7 μL 
 
Pripravili smo gele z debelino 0,75 mm. Iz dveh stekelc z distančnikom debeline 
0,75 mm smo s pomočjo stojala sestavili sendvič za vlivanje gelov. Najprej smo s 
kapalko do nekaj cm pod zgornjim robom stekelc vlili ločevalni del, dodali vodo in 
počakali, da se je gel zamrežil. Vodo smo odlili, dodali zbiralni gel do vrha in 
vstavili glavniček z 10 zobci ter počakali, da se je gel zamrežil. Gele smo zavili v 
mokre papirnate brisače in aluminijasto folijo in jih shranili pri 4 ˚C za kasnejšo 
uporabo.  
Pred začetkom elektoroforeze smo gel vpeli v aparaturo za elektroforezo in ga 
prenesli v elektroforezno kadičko s pufrom za elektroforezo (25 mM Tris, 192 mM 
glicin, pH 8,3, 0,1 % NaDS). Vzorce topnih frakcij smo za nanos pripravili tako, da 
smo 20 μL vzorca dodali 4 μL 6× nanašalnega pufra z NaDS (36,4 mg/mL Tris,      
30 mg/mL NaDS, 11,2 mg/mL EDTA, 183 mg/mL ditiotreitol, 3 mg/mL 
bromfenolmodro), pelet vzorcev netopnih frakcij pa smo s pipetiranjem direktno 
suspendirali v 200 μL 1× nanašalnega pufra z NaDS. Vzorce smo nato denaturirali s 
segrevanjem 5 minut pri 95 ˚C in nanesli na gel, v primeru peletov pa le 8 μL 
vzorca. Kot velikostni označevalec za proteine smo uporabili Amersham Low 
Molecular Weight Marker (GE healthcare, ZDA). Elektroforeza je potekala pri         
40 mA približno 40 minut. Po končani elektroforezi smo za vizualizacijo proteinov 
gele obarvali z barvilom Coomassie Quick Stain (Generon, Velika Britanija) tako, da 






4.1 Priprava ekspresijskih plazmidov z zapisom za nanotelo 
SdAb19 
4.1.1 Priprava plazmida pET22b(+) z vstavljenim konstruktom z zapisom za 
nanotelo SdAb19  
Za izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v periplazmi E. coli smo zapisa za 
SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP vstavili v ekspresijski vektor pET22b(+), ki pred 
poliklonskim mestom vsebuje zapis za signalno zaporedje za periplazmo PelB 
(slika 5).  
Konstrukta SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP smo načrtali z orodjem SnapGene 
Viewer (sliki 7 in 8), ju optimizirali z orodjem ExpOptimizer NovoPro (3.1.2), in ju 
naročili vstavljena v klonirnem vektorju pTwist pri podjetju Twist Bioscience. 
Plazmid, ki je vseboval SdAb19-AviTag, smo poimenovali pTwist-SdAb19-AviTag, 
plazmid, ki je vseboval SdAb19-HRP pa pTwist-SdAb19-HRP. Plazmida smo 
namnožili v celicah E. coli DH5α, ju izolirali po principu vezave DNA na membrano 
in izmerili njuno koncentracijo. Koncentracija plazmida pTwist-SdAb19-AviTag je 
znašala 127,9 ng/μL, koncentracija plazmida pTwist-SdAb19-HRP pa 116,0 ng/μL. 
Plazmida smo nato rezali z restrikcijskima endonukleazama NcoI in XhoI in 
restrikcijski mešanici po dodatku 6× nanašalnega pufra v celoti nanesli na 1 % 
agarozni gel z etidijevim bromidom za kasnejše čiščenje vključka iz gela. Podobno 
smo namnožili in izolirali tarčni vektor pET22b(+) in mu izmerili koncentracijo, ki 
je znašala 75 ng/μL. Rezali smo ga z istima encimoma, le da smo v tem primeru na 
gel nanesli le 1 µl mešanice z nanašalnim pufrom za preverjanje uspešnosti rezanja 
vektorja. Slika 9 prikazuje rezultate ločbe fragmentov DNA po rezanju z NcoI in 











Slika 9: Analiza plazmidov z vključki pTwist-SdAb19-AviTag in pTwist-SdAb19-HRP (A) in tarčnega vektorja 
pET22b(+) (B) po rezanju z NcoI in XhoI. Na sliki je označen vrstni red nanosa vzorcev in velikost znanih 
fragmentov DNA, črne lise pa predstavljajo označene DNA molekule. (A) A – pTwist-SdAb19-AviTag (NcoI, 
XhoI) , H – pTwist-SdAb19-HRP (NcoI, XhoI). Z zvezdico so označeni fragmetni SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP, 
ki smo jih očistili iz gela. V vsak žepek smo nanesli polovico restrikcije reakcije. (B) nr – nerezan plazmid 
pET22b(+), r – rezan plazmid pET22b(+) (NcoI, XhoI). St – velikostna lestvica NEB 100 bp DNA Ladder. 
Neoznačena vzorca nista bila del naše raziskave. 
Na sliki 9A lise velikosti 450 bp v stolpcih, označenih z A, ustrezajo teoretični 
dolžini vključka SdAb19-AviTag, lise velikosti 1322 bp v stolpcih, označenih s H, pa 
teoretični dolžini vključka SdAb19-HRP. Na sliki 9B lise velikosti 5431 bp v stolpcu 
r ustrezajo teoretični dolžini rezanega vektorja pET22b(+), ki potuje počasneje od 
nerezanega vektorja v stolpcu nr. Teoretična velikost izrezane DNA vektorja je     
62 bp in na gelu ni vidna. Iz opisanega je razvidno, da je bilo rezanje plazmidov 
pTwist-SdAb19-AviTag, pTwist-SdAb19-HRP in pET22b(+) z NcoI in XhoI uspešno.  
Lise, ki ustrezajo rezanima vključkoma SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP, smo 
izrezali in očistili iz gela, rezan vektor pET22b(+) pa smo očistili neposredno iz 
restrikcijske mešanice. Očiščenima vključkoma in rezanemu vektorju smo izmerili 
koncentracijo, ki je za vključek SdAb19-AviTag znašala 6,4 ng/μL, za vključek 
SdAb19-HRP 5 ng/μL, za rezan vektor pET22b(+) pa 106 ng/μL. Nato smo izvedli 
ligacijo vključkov SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP v lineariziran vektor pET22b(+) 
in kontrolno ligacijo rezanega vektorja pET22b(+) brez vključkov ter z delom 
ligacijskih mešanic transformirali kompetentne celice E. coli DH5α. Na ploščah LB 
Amp s celicami, transformiranimi z ligacijo vključkov v vektor je zraslo približno 
100 kolonij, na ploščah s celicami, transformiranimi s kontrolno ligacijo pa je 
zraslo zelo malo kolonij. Da bi preverili, katere izmed transformiranih kolonij na 
plošči LB Amp vsebujejo plazmid z ustrezno dolgim vključkom, smo izvedli PCR na 
osnovi kolonije (3.1.3). Analizirali smo 15 kolonij za preverjanje vsebnosti vključka 
SdAb19-AviTag v vektorju pET22b(+) in 5 kolonij za preverjanje vsebnosti 
vključka SdAb19-HRP v vektorju pET22b(+). Po reakciji smo pomnožke DNA ločili 





Slika 10: Analiza DNA, pomnožene s PCR na osnovi kolonije, za določitev kolonij E. coli, transformiranih z 
ligiranim plazmidom pET22b(+)-SdAb19-AviTag ali pET22b(+)-SdAb19-HRP. Na sliki je označen vrstni red 
nanosa vzorcev in velikost znanih fragmentov DNA, črne lise pa predstavljajo označene pomnožke DNA. Vzorci 
od A1 do A15 predstavljajo kolonije, ki so zrasle po transformaciji E. coli z ligiranim plazmidom pET22b(+)-
SdAb19-AviTag, vzorci od H1 do H5 pa kolonije, ki so zrastle po transformaciji E. coli z ligiranim plazmidom 
pET22b(+)-SdAb19-HRP. St – velikostna lestvica DNA bakteriofaga λ (HindIII/EcoRI) (zgoraj) ali GeneRuler 1 
kb DNA Ladder (spodaj). Z zvezdico sta označeni koloniji, iz katerih smo za nadaljnje delo izolirali plazmide. 
Na sliki 10 lise približne velikosti 720 bp v stolpcih A8, A10, A12, A13, A14 
ustrezajo teoretični dolžini pomnoženega vključka SdAb19-AviTag (717 bp), lisa 
približne velikosti 1500 bp v stolpcu H2 pa teoretični dolžini pomnoženega 
vključka SdAb19-HRP (1569 bp). Lise približne velikosti 250 bp v stolpcih A1-A5, 
H1, H3, H4, H5, A6, A7, A9, A11 in A15 ustrezajo teoretični dolžini pomnožene 
regije med mesti prileganja začetnih oligonukleotidov pri praznem vektorju 
pET22b(+). Transformanti A8 in H2 z dokazano vsebnostjo plazmida z ustrezno 
velikim vključkom smo nacepili v tekoče gojišče LB Amp, iz kulture izolirali 
plazmida in jima določili koncentracijo (tabela 10). Za preverjanje identitete 
vključkov smo plazmida zmešali z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi in ju 
poslali na določanje zaporedja, ki je predstavljeno v prilogi (P3-P8).  
 
Tabela 10: Izmerjene koncentracije in razmerja A260/280 izoliranih plazmidov. 
Plazmid Koncentracija (ng/μL) A260/280 
pET22b(+)-SdAb19-AviTag 55,2 1,882 





4.1.2 Priprava plazmidov pMCSG7 in pMCSG10 z vstavljenim konstruktom z 
zapisom za nanotelo SdAb19 
Za izražanje konstruktov SdAb19 v citoplazmi E. coli smo zapise za SdAb19-
optimiziran, SdAb19-neoptimiziran, SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP vstavili v 
ekspresijska plazmida pMCSG7 in pMCSG10 (slika 6). Plazmid pMCSG7 pred 
mestom vnosa vključka vsebuje zapis za oznako His6 in mesto rezanja proteaze 
TEV, plazmid pMCSG10 pa poleg zapisa za oznako His6 in mesta TEV vsebuje še 
zapis za GST, ki omogoča boljšo topnost izraženega proteina. 
Za izvedbo molekulskega kloniranja smo uporabili metodo LIC (3.1.3). Vključke 
smo pomnožili z metodo PCR z uporabo specifičnih parov začetnih 
oligonukleotidov, ustreznih za metodo LIC (tabela 2) iz plazmidnih vektorjev, pri 
čemer smo kot matrico za vključek SdAb19-neoptimiziran uporabili vektor 
pCDNA3.1-SdAb19, kot matrico za vključka SdAb19-optimiziran in SdAb19-AviTag 
vektor pET22b(+)-AviTag, kot matrico za vključek SdAb19-HRP pa vektor 
pET22b(+)-HRP. Za analizo uspešnosti pomnoževanja vključkov smo po 15 μL 
reakcijskih mešanic z dodanim nanašalnim pufrom nanesli na 1 % agarozni gel z 
dodatkom Midori Green. Slika 11 prikazuje rezultate ločbe DNA fragmentov po 









Slika 11: Analiza s PCR pomnoženih vključkov z zapisom za nanotelo SdAb19 za metodo kloniranja LIC. NO – 
SdAb19-neoptimizran, O – SdAb19-optimiziran, A – SdAb19-AviTag, H – SdAb19-HRP. St – velikostna lestvica 







Na sliki 11 lisi približne velikosti 400 bp v stolpcih NO in O ustrezata teoretični 
dolžini vključka SdAb19-neoptimiziran (394 bp) in SdAb19-optimiziran (394 bp). 
Lisa približne velikosti 500 bp v stolpcu A ustreza teoretični dolžini vključka 
SdAb19-AviTag (487 bp), lisa približne velikosti 1400 bp pa ustreza teoretični 
dolžini vključka SdAb19-HRP (1339 bp). Razvidno je, da je prišlo do uspešnega 
pomnoževanja vključkov SdAb19-neoptimiziran, SdAb19-optimiziran, SdAb19-
AviTag in SdAb19-HRP. Ostanek reakcijskih mešanic PCR smo očistili in inkubirali 
z DNA-polimerazo T4 v prisotnosti samo dCTP, da je prišlo do nastanka dolgih 
lepljivih koncev (3.1.3). 
Tarčna plazmidna vektorja pMCSG7 in pMCSG10 smo namnožili v celicah E. coli 
DH5α, ju izolirali po principu vezave DNA na membrano in izmerili njuni 
koncentraciji. Koncentracija pMCSG7 je znašala 122,1 ng/μL, koncentracija 
pMCSG10 pa 132,9 ng/μL. Plazmida smo nato rezali s SspI in restrikcijski mešanici 
po dodatku 6× nanašalnega pufra v celoti nanesli na 0,8 % agarozni gel z Midori 
Green. Na gel smo nanesli tudi 20 μL kontrolne reakcijske mešanice vsakega 
plazmida, ki ni vsebovala SspI in je predstavljala nerezan plazmid. Slika 12 
prikazuje rezultate ločbe fragmentov DNA po rezanju plazmidov pMCSG7 in 









Slika 12: Analiza plazmidov pMCSG7 in pMCSG10 po rezanju s SspI. r – rezan plazmid, nr – nerezan plazmid. St 
– velikostna lestvica GeneRuler 1 kb DNA Ladder. S črno puščico so označene izrezane lise s plazmidom 
pMCSG7, z belo puščico pa so označene izrezane slike s plazmidom pMCSG10. 
Gela pred izrezovanjem lis nismo slikali, da smo omejili izpostavljenost DNA 
svetlobi UV, ki lahko poškoduje DNA. Na sliki 12 izrezane lise približne velikosti 
5000 bp v stolpcih r z oznako pMCSG7 ustrezajo teoretični dolžini rezanega 
vektorja pMCSG7 (5286 bp), ki potuje počasneje od nerezanega vektorja v stolpcu 
nr. Izrezane lise približne velikosti 6000 bp v stolpcih r z oznako pMCSG10 




počasneje od nerezanega vektorja v stolpcu nr. Razvidno je, da prišlo do uspešnega 
rezanja vektorjev pMCSG7 in pMCSG10 s SspI.  
Lise iz stolpcev r, ki ustrezajo rezanima plazmidoma pMCSG7 in pMCSG10 smo 
izrezali in očistili iz gela. Očiščene rezane plazmide smo inkubirali z DNA-
polimerazo T4 v prisotnosti samo dGTP, da smo dobili dolge lepljive konce.  
Za LIC pripravljene vključke SdAb19-neoptimiziran, SdAb19-optimiziran, SdAb19-
AviTag in SdAb19-HRP smo inkubirali z pripravljenima rezanima plazmidoma 
pMCSG7 in pMCSG10 in z reakcijskimi mešanicami transformirali celice E. coli 
DH5α. Da bi preverili, katere izmed transformiranih kolonij na plošči LB Amp 
vsebujejo plazmid z ustrezno dolgim vključkom, smo izvedli PCR na osnovi 
kolonije. Analizirali smo po 5 kolonij za preverjanje vsebnosti vsakega vključka. Po 
reakciji smo pomnožke DNA ločili na 1 % agaroznem gelu z dodatkom Midori 
Green, ki je prikazan na sliki 13. 
 
Slika 13: Analiza DNA, pomnožene s PCR na osnovi kolonije za določitev kolonij E. coli, transformiranih s po 
metodi LIC pripravljenimi plazmidi. NO – kodonsko neoptimizran SdAb19, O – kodonsko optimiziran SdAb19, A 
– SdAb19-AviTag, H – sdAb10-HRP. Številke od 1 do 5 predstavljajo oznako kolonije s plazmidom na osnovi 
vektorja pMCSG7, številke od 6 do 10 pa oznako kolonije s plazmidom na osnovi vektorja pMCSG10. St - 
velikostna lestvica GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Z zvezdico so označene kolonije, iz katerih smo za nadaljnje 
delo izolirali plazmide pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-
AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-SdAb19-optimiziran, pMCSG10-




Na sliki 13 lise približne velikosti 500 bp v stolpcih NO in O ustrezajo teoretični 
dolžini pomnoženih konstruktov SdAb19-neoptimiziran (510 bp) in SdAb19-
optimiziran (510 bp), lise približne velikosti 600 bp v stolpcih A ustrezajo 
teoretični dolžini konstrukta SdAb19-AviTag (603 bp), lise približne velikosti  
1500 bp v stolpcih H pa ustrezajo teoretični dolžini konstrukta SdAb19-HRP  
(1455 bp). Ker smo pomnožili regijo od začetka vključkov, brez N-končnih oznak, 
so dolžine produktov enake za plazmide na osnovi vektorja pMCSG7 ali pMCSG10. 
V stolpcu 4-NO ni lise, ki bi predstavljala pomnoženo DNA, v stolpcu 6-H so poleg 
lise, ki ustreza teoretični velikosti pomnožka SdAb19-HRP (1455 bp) vidne še manj 
izrazite lise pri večjih velikostih, v stolpcu 7-O pa se lisa nahaja višje od teoretične 
velikosti pomnoženega konstrukta SdAb19-optimiziran (510 bp). Transformante 
1-NO, 1-O, 1-A in 1-H z dokazano vsebnostjo plazmida pMCSG7 z ustrezno dolgimi 
vključki in transformante 8-NO, 8-O, 8-A in 8-H z dokazano vsebnostjo plazmida 
pMCSG10 z ustrezno dolgimi vključki, smo nacepili v tekoče gojišče LB Amp, iz 
kulture izolirali plazmide in jim določili koncentracijo (tabela 11). Za preverjanje 
identitete vključkov smo plazmide poslali na določanje zaporedja, pri čemer smo 
pri izvajalcu izbrali uporabo standardnih začetnih oligonukleotidov na osnovi 
promotorja T7 in terminatorja T7. Določanje zaporedja je predstavljeno v prilogi 
(P4-P8). 
 
Tabela 11: Izmerjene koncentracije izoliranih plazmidov 



















4.2 Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 ali biotin ligaze 
BirA-MBP 
4.2.1 Optimizacija pogojev izražanja 
Izražanje  konstruktov z nanotelesom SdAb19 v periplazmi E. coli 
Najprej smo izvedli izražanje konstruktov SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP v 
periplazmi, kjer je ugodno okolje za vzpostavitev disulfidnih vezi, ki so pomembni 
za stabilno strukturo nanoteles. Uporabili smo celice BL21[DE3], transformirane s 
plazmidom pET22b(+)-SdAb19-AviTag ali pET22b(+)-SdAb19-HRP (tabela 1), ki 
smo jih gojili v gojiščih LB, TB ali avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052 (3.2.1). Pred 
indukcijo smo celice stresali pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C, nato pa pri gostoti celic 
OD600 = 0,8 v gojiščih LB in TB sprožili izražanje z 1 mM IPTG.  Pri 
avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052 nismo sledili rasti celic in nismo dodali 
induktorja. Kulture smo nadalje gojili s stresanjem pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C 
in jih analizirali za prisotnost izraženih proteinov po 5 in 19 urah. Celice smo 
najprej ločili od gojišča, jih lizirali s pufrom za lizo 1 in dodatno razbili z 
ultrazvočnim razbijalnikom (3.3.1), nato pa potencialno izražene, s His6 označene 
topne proteine očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo v majhnem obsegu 





























Slika 14: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v periplazmi celic BL21[DE3] pri 37 ˚C. Izražanje je 
potekalo v gojiščih LB, TB ali ZY, po 5 ali 19 urah. Analizirali smo topno (A) in netopno (B) frakcijo vzorca 
SdAb19-AviTag ter topno (C) in netopno (D) frakcijo vzorca SdAb19-HRP. St - velikostna lestvica Amersham. 
Z barvilom Coomassie obarvani geli so predstavljeni na sliki 14. Na sliki 14A in 
14C, kjer je prikazana analiza topne frakcije proteinov, ni vidnih izstopajočih lis, ki 
bi po velikosti ustrezale teoretični masi SdAb19-AviTag (18,2 kDa) in SdAb19-HRP 
(49,3 kDa). Razvidna pa je razlika v količini nanosa proteinov, saj je bilo pri vzorcih 
SdAb19-HRP več nanešenih proteinov kot pri vzorcih SdAb19-AviTag. Tudi na 
slikah 14B in 14D, kjer je prikazana analiza netopnih frakcij, ni vidnih izstopajočih 
lis ustreznih velikosti. Iz rezultatov je razvidno, da pri testiranih pogojih ni prišlo 
do primerne ravni izražanja SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP v kulturi, saj 










Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi E. coli 
Da bi pridobili večjo količino rekombinantnih proteinov, smo izražanje v 
nadaljevanju izvedli v citoplazmi E. coli.  
Za izražanje smo najprej uporabili celice E. coli RosettaGami2, ki omogočajo 
vzpostavitev disulfidnih vezi v citoplazmi. Celice smo transformirali s plazmidi 
pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-
AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-
SdAb19-optimiziran, pMCSG10-SdAb19-AviTag in pMCSG10-SdAb19-HRP (tabela 
1). Celice smo gojili v gojiščih LB, TB in avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052. Pred 
indukcijo smo celice stresali pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C, nato pa pri gostoti celic 
OD600 = 0,4 v gojiščih LB in TB sprožili izražanje s 50 μM IPTG. Pri 
avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052 nismo sledili rasti celic in nismo dodali 
induktorja, temperaturo gojenja pa smo znižali ob enakem času kot pri gojiščih LB 
in TB. Kulture smo nadalje gojili s stresanjem pri 250 vrtljajih/min pri 27 ˚C ali     
18 ˚C in jih analizirali za prisotnost izraženih proteinov po 19 urah. Celice smo 
najprej ločili od gojišča, jih lizirali s pufrom za lizo 1 in dodatno razbili z 
ultrazvočnim razbijalnikom, nato pa potencialno izražene, s His6 označene 
proteine očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo v majhnem obsegu. Eluirane 
topne proteine in netopno frakcijo smo analizirali z NaDS-PAGE (sliki 15 in 16).  
Po analizi z NaDS-PAGE smo pri plazmidu pMCSG7, pri katerem je na N-koncu 
proteina oznaka His6 in mesto TEV, pričakovali lise velikosti 15,6 kDa za SdAb19, 
19,0 kDa za SdAb19-AviTag in 50,1 kDa za SdAb19-HRP. Pri plazmidu pMCSG10, 
pri katerem je pred vstavljenim zapisom za želeni protein poleg zapisa za oznako 
His6 in mesta TEV še zapis za osnako GST smo pričakovali lise velikosti 41,9 kDa za 











Slika 15: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi celic RosettaGami2 pri 27 ˚C. Izražanje je 
potekalo 19 ur v gojiščih LB, TB ali ZY. Analizirali smo topno (A) in netopno (B) frakcijo izražanja v gojišču LB, 
topno (C) in netopno (D) frakcijo izražanja v gojišču TB ter topno (E) in netopno (F) frakcijo izražanja v gojišču 
ZY. NO – kodonsko neoptimiziran SdAb19, O – kodonsko optimiziran SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – sdAb10-
HRP. St - velikostna lestvica Amersham. Z zvezdicami so označene lise, ki ustrezajo izraženim rekombinantnim 
proteinom. 
Z barvilom Coomassie obarvani geli analize izražanja rekombinantnih proteinov 
pri 27 ˚C so prikazani na sliki 15. Na slikah 15B in 15D, kjer je prikazana analiza 
netopne frakcije proteinov, pri stolpcih, označenih s pMCSG7, vidimo izstopajoče 
lise, ki po velikosti ustrezajo SdAb19 (15,6 kDa, stolpca NO in O), in SdAb19-AviTag 
(19,0 kDa, stolpec A), na sliki 15B pa tudi liso, ki po velikosti ustreza SdAb19-HRP 
(50,1 kDa, stolpec H). V vseh stolpcih so zelo jasno vidne tudi lise, ki po velikosti 
ustrezajo lizocimu (14,3 kDa), ki smo ga vzorcem dodali za boljšo lizo. Lise, ki 
ustrezajo želenim rekombinantnim proteinom, se glede na standard velikosti sicer 
nahajajo nekoliko višje, kot bi pričakovali glede na teoretične velikosti izraženih 




in 15D, pri stolpcih označenih z pMCSG10, in na slikah 15A, 15C, 15E, 15F ni vidnih 
izstopajočih lis ustreznih velikosti. Iz rezultatov je razvidno, da je prišlo do 
izražanja rekombinantnih proteinov SdAb19-neoptimiziran, SdAb19-optimiziran 
in SdAb19-AviTag v gojiščih LB in TB, in do izražanja konstrukta SdAb19-HRP v 
gojišču LB, izraženi rekombinantni proteini pa so v netopni frakciji. 
 
Slika 16: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi celic RosettaGami2. Izražanje je potekalo 
19h v gojišču LB pri 18 ˚C, analizirali pa smo topno (A) in netopno (B) frakcijo. NO – kodonsko neoptimizran 
SdAb19, O – kodonsko optimiziran SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – sdAb10-HRP. St - velikostna lestvica 
Amersham. Z zvezdicami so označene lise, ki ustrezajo izraženim rekombinantnim proteinom. 
Z barvilom Coomassie obarvani geli analize izražanja rekombninantnih proteinov  
pri 18 ˚C v gojišču LB so prikazani na sliki 16. Na slikah 16A in 16B v stolpcih, 
označenih s pMCSG7, vidimo zelo šibke lise, ki po velikosti ustrezajo SdAb19 (15,6 
kDa, stolpca NO in O) in SdAb19-AviTag (19,0 kDa, stolpec A). V stolpcih, označenih 
s pMCSG10 in stolpcu H, označenem s pMCSG7, ni vidnih izstopajoč lis ustreznih 
velikosti. Podobno tudi na gelih analize izražanja v gojišču TB in avtoindukcijskem 
gojišču ZYM-5052 pri 18 ˚C ni vidnih izstopajočih lis ustreznih velikosti (priloga 
P9). Iz rezultatov je razvidno, da je prišlo do šibkega izražanja rekombinantnih 
proteinov SdAb19-neoptimiziran, SdAb19-optimiziran in SdAb10-AviTag v gojišču 
LB, izraženi rekombinantni proteini pa so tako v topni kot v netopni frakciji.  
Izražanje smo preizkusili še pri nižji temperaturi, da bi večji delež rekombinantnih 
proteinov pridobili v topni obliki. Dodatno smo preizkusili tudi hkratno izražanje 
biotin ligaze BirA in SdAb19-AviTag za in vivo biotinilacijo SdAb19, in posamezno 
izražanje rekombinantnega encima BirA-MBP (3.2). Uporabili smo celice 
RosettaGami2, transformirane s plazmidi pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran, 





SdAb19-AviTag in pMCSG10-SdAb19-HRP (tabela 1). Vzporedno smo uporabili 
tudi celice BL21[DE3], transformirane s plazmidi pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran, 
pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, 
pMCSG10-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-SdAb19-optimiziran, pMCSG10-
SdAb19-AviTag,  pMCSG10-SdAb19-HRP, pET28b(+)-BirA ter dvojno 
transformirane s pMCSG7-SdAb19-AviTag in pBirAcm. BirA, vstavljen v vektor 
pET28b(+) ima na N-koncu dodan MBP, njegova teoretična masa pa je 79,4 kDa, 
medtem ko ta za neoznačeni BirA (zapis na pBirAcm) znaša 36 kDa. Celice smo 
gojili v gojišču TB s stresanjem pri 150 vrtljajih/min pri 37 ˚C. Pri gostoti celic 
OD600 = 0,4 smo sprožili izražanje z 0,2 % laktozo in vzorcu, kjer smo želeli hkratno 
izražanje SdAb19-AviTag in njegovo biotinilacijo z BirA, dodali 50 μM biotin, 
substrat za biotinilacijo. Kulture smo nadalje gojili s stresanjem pri                         
150 vrtljajih/min pri 24 ali 15 ˚C in jih analizirali za prisotnost izraženih proteinov 
po 19 urah. Celice smo najprej ločili od gojišča, jih lizirali s pufrom za lizo 2 in 
dodatno razbili z uporabo ultrazvočne kadi, nato pa potencialno izražene, s His6 
označene proteine očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo v majhnem obsegu. 
Eluirane topne proteine smo analizirali z NaDS-PAGE (slika 17).  
 
Slika 17: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 in biotin ligaze BirA v citoplazmi celic BL21[DE3] v 
gojišču TB. (A) Izražanje rekombinantnih proteinov SdAb19 pri 15 ˚C. NO – kodonsko neoptimizran SdAb19, O 
– kodonsko optimiziran SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – SdAb19-HRP. (B) Izražanje BirA in hkratno izražanje 
BirA in SdAb19-AviTag pri 15 ˚C  ali 24 ˚C. BirA – biotin ligaza BirA-MBP, BirA + A – hkratno izražanje biotin 
ligaze BirA in SdAb19-AviTag, BirA/BirA+A – po pomoti zmešana vzorca BirA-MBP in BirA+A. St - velikostna 






Na sliki 17 so prikazani z barvilom Coomassie obarvani geli analize izražanja 
rekombinantnih proteinov v celicah BL21[DE3]. Na sliki 17A intenzivnejša lisa v 
stolpcu označenim s pMCSG7 po velikosti ustreza SdAb19 (15,6 kDa, stolpec NO), 
intenzivnejše lise v stolpcih označenih s pMCSG10 pa po velikosti ustrezajo 
SdAb19-GST (41,9 kDa, stolpca NO in O) in SdAb19-AviTag-GST (45,3 kDa, stolpec 
A). V stolpcih O, A in H, označenih s pMCSG7, in stolpcu H, označenem s pMCSG10, 
ni izstopajočih lis ustreznih velikosti. Razvidna je razlika v količini nanosa 
proteinov med vzorci, saj je v stolpcih O, A in H, označenih z pMCSG7, precej manj 
nanešenih proteinov v primerjavi z ostalimi stolpci. Na sliki 17B zelo intenzivna 
lisa v stolpcu BirA po velikosti ustreza BirA-MBP (79,4 kDa). Na sliki 17B v stolpcih 
BirA+A in BirA/BirA+A ne vidimo izstopajočih lis ustreznih velikosti. Podobno tudi 
na gelih analize izražanja v celicah BL21[DE3] in RosettaGami2 pri 24 ˚C ni vidnih 
izstopajočih lis ustreznih velikosti (priloga P10). Razvidno je, da je prišlo do 
izražanja rekombinantnih proteinov pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-
SdAb19-neoptimiziran, pMCSG10-SdAb19-optimiziran, pMCSG10-AviTag in biotin 
ligaze BirA-MBP.  
V nadaljevanju smo se glede na predhodne rezultate osredotočili le na izražanje 
SdAb19-optimiziran, SdAb19-AviTag in SdAb19-HRP iz plazmidov pMCSG7 in 
pMCSG10. Želeli smo preizkusiti vpliv podaljšanega časa izražanja in pri 
optimiziranih pogojih ponovno preizkusiti avtoindukcijsko gojišče ZY-5052. 
Uporabili smo celice RosettaGami2, transformirane s plazmidi pMCSG7-SdAb19-
optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, pMCSG10-SdAb19-
optimiziran, pMCSG10-SdAb19-AviTag in pMCSG10-SdAb19-HRP (tabela 1). 
Vzporedno smo uporabili tudi celice BL21[DE3], transformirane s plazmidi, 
pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, 
pMCSG10-SdAb19-optimiziran, pMCSG10-SdAb19-AviTag, pMCSG10-SdAb19-HRP, 
pET28b(+)-BirA ter dvojno transformirane s pMCSG7-SdAb19-AviTag in pBirAcm. 
Celice smo gojili v gojišču TB in avtoindukcijskem gojišču ZY-5052. Pred indukcijo 
smo celice stresali pri 150 vrtljajih/min pri 37 ˚C, pol ure pred indukcijo pa smo jih 
ohladili na 15 ˚C. Pri gostoti celic OD600 = 0,5 smo v gojišču TB sprožili izražanje z 
0,2 % laktozo in vzorcu, kjer smo želeli hkratno izražanje SdAb19-AviTag in BirA, 
dodali 50 μM biotin. Pri avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052 nismo sledili rasti 
celic in nismo dodali induktorja, temperaturo gojenja in hitrost stresanja pa smo 
znižali ob istem času kot pri gojišču TB. Kulture smo nadalje gojili s stresanjem pri 
150 vrtljajih/min pri 15 ˚C in jih analizirali za prisotnost izraženih proteinov po 46 
urah. Celice smo najprej ločili od gojišča, jih lizirali s pufrom za lizo 3 in dodatno 
razbili z ultrazvočnim razbijalnikom, nato pa potencialno izražene, s His6 označene 
proteine očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo v majhnem obsegu. Eluirane 





Slika 18: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 in biotin ligaze BirA v citoplazmi E. coli. Izražanje smo 
izvedli v celicah BL21[DE3] (A) in RosettaGami2 (B) pri 15 ˚C v gojišču TB. O – kodonsko optimiziran SdAb19, 
A – SdAb19-AviTag, H – sdAb10-HRP, BirA – biotin ligaza BirA-MBP. BirA + A - hkratno izražanje biotin ligaze 
BirA in SdAb19-AviTag, St - velikostna lestvica Amersham. Z zvezdicami so označene lise, ki ustrezajo 
izraženim rekombinantnim proteinom. 
Z barvilom Coomassie obarvana gela analize izražanja rekombinantnih proteinov v 
gojišču TB pri 15 ˚C sta prikazana na sliki 18. Na sliki 18A intenzivne lise v stolpcih, 
označenih s pMCSG7, po velikosti ustrezajo SdAb19 (15,6 kDa stolpec O) in 
SdAb19-AviTag (19,0 kDa, stolpec A), lise v stolpcih, označenih s pMCSG7, pa po 
velikosti ustrezajo SdAb19-GST (41,9 kDa, stolpec O) in SdAb19-AviTag-GST    
(45,3 kDa, stolpec A). Izrazita lisa v stolpcu BirA po velikosti ustreza BirA-MBP 
(79,4 kDa), lisa v stolpcu BirA + A pa ustreza SdAb19-AviTag (19,0 kDa). V stolpcih 
H ne vidimo izstopajočih lis, ki bi po velikosti ustrezale teoretični masi izraženega 
konstrukta SdAb19-HRP. Razvidno je, da je prišlo do primerne ravni izražanja 
rekombinantnih proteinov SdAb19, SdAb19-AviTag, SdAb19-GST, SdAb19-AviTag-
GST in biotin ligaze BirA-MBP. Na sliki 18B ni lis, ki bi ustrezale izraženim 
konstruktom z nanotelesom SdAb19, iz česar je razvidno, da v celicah 
RosettaGami2 pri enakih pogojih ni prišlo do izražanja rekombinantnih proteinov. 
Podobno je bilo neuspešno tudi izražanje v avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052 
(priloga P11).  
V nadaljevanju smo opustili izražanje rekombinantnih proteinov v celicah 
RosettaGami2. Preizkusili smo še indukcijo izražanja pri višjih OD600 kulture in 
različne čase izražanja. Uporabili smo celice BL21[DE3], transformirane s plazmidi 
pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-SdAb19-AviTag, pMCSG7-SdAb19-HRP, 
pMCSG10-SdAb19-optimiziran, pMCSG10-SdAb19-AviTag in pMCSG10-SdAb19-
HRP, pET28b(+)-BirA ter dvojno transformirane s pMCSG7-SdAb19-AviTag in 
pBirAcm. Celice smo gojili v gojišču TB s stresanjem pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C, 




sprožili izražanje z 0,2 % laktozo in vzorcu, kjer smo želeli hkratno izražanje 
SdAb19-AviTag in BirA, dodali 50 μM biotin. Kulture smo nadalje gojili s 
stresanjem pri 150 vrtljajih/min pri 15 ˚C in jih analizirali za prisotnost izraženih 
proteinov po 21 in 46 urah. Celice smo najprej ločili od gojišča, jih lizirali s pufrom 
za lizo 3 in dodatno razbili z ultrazvočnim razbijalnikom, nato pa potencialno 
izražene, s His6 označene proteine očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo v 
majhnem obsegu. Eluirane topne proteine smo analizirali z NaDS-PAGE (slika 19). 
 
Slika 19: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 in biotin ligaze BirA v citoplazmi celic BL21[DE3] v 
gojišču TB. Izražanje je potekalo pri 15 ˚C 21 ur (A) ali 46 ur (B). O – kodonsko optimiziran SdAb19, A – 
SdAb19-AviTag, H – SdAb19-HRP. St - velikostna lestvica Amersham. Z zvezdicami so označene lise, ki 
ustrezajo izraženim rekombinantnim proteinom. 
Z barvilom Coomassie obarvana gela analize izražanja rekombinantnih proteinov v 
gojišču TB pri 15 ˚C sta  prikazana na sliki 19. Na sliki 19A vidimo manj izrazite lise 
v stolpcih, označenih s pMCSG7, ki po velikosti ustrezajo SdAb19 (15,6 kDa stolpec 
O) in SdAb19-AviTag (19,0 kDa, stolpec A), lise v stolpcih, označenih s pMCSG10, 
pa po velikosti ustrezajo SdAb19-GST (41,9 kDa, stolpec O) in SdAb19-AviTag-GST 
(45,3 kDa, stolpec A). Izrazitejša lisa v stolpcu BirA po velikosti ustreza BirA-MBP 
(79,4 kDa), slabo vidna lisa v stolpcu BirA + A pa ustreza SdAb19-AviTag           
(19,0 kDa). V stolpcih H ne vidimo izstopajočih lis, ki bi po velikosti ustrezale 
teoretični masi izraženega konstrukta SdAb19-HRP. Na sliki 19B, kjer smo 
analizirali vzorce po daljšem času izražanja, opazimo podobne lise, kot pri analizi 
krajšega časa izražanja (slika 19A), le da so te intenzivnejše. Na podlagi rezultatov 
smo ugotovili, da z daljšim časom izražanja pridobimo večje količine 
rekombinantnega proteina. Razvidno je, da je prišlo do primerne ravni izražanja 
SdAb19, SdAb19-AviTag, SdAb19-GST, SdAb19-AviTag-GST in biotin ligaze BirA-




Pri optimizaciji izražanja v citoplazmi E. coli smo glede na analizo z NaDS-PAGE 
največ rekombinantnih proteinov pridobili v celicah E. coli BL21[DE3], v gojišču 
TB, s stresanjem pred indukcijo pri 250 vrtljajih/min pri 37 ˚C, z indukcijo z 0,2 % 
laktozo pri gostoti celic OD600 = 0,7 in z izražanjem s stresanjem pri                        
150 vrtljajih/min pri 15 ˚C, ki je trajalo 46 ur. 
 
4.2.2 Izražanje konstruktov SdAb19, SdAb19-AviTag in biotin ligaze BirA-MBP 
v velikem obsegu 
Glede na rezultate izražanja v majhnem obsegu smo se odločili v velikem obsegu 
izraziti konstrukt SdAb19-optimiziran, ki bi ga lahko v nadaljnjih študijah 
biotinilirali in vitro ali nanj kemično vezali HRP, konstrukt SdAb19-AviTag in biotin 
ligazo BirA, ki bo služila za in vitro biotinilacijo nanoteles, označenih z AviTag. Oba 
konstrukta z nanotelesom smo izrazili v celicah E. coli BL21[DE3] iz plazmida 
pMCSG7, ki pred vstavljenim zapisom za želeni protein vsebuje zapis za oznako 
His6, biotin ligazo BirA pa iz plazmida pET22b(+)-BirA, pri katerem se BirA izraža 
s fuzijskim partnerjem MBP. 
Za izražanje v velikem obsegu smo sledili optimiziranem postopku izražanja v 
majhnem obsegu z manjšimi spremembami. Uporabili smo celice E. coli 
BL21[DE3], transformirane s plazmidi pMCSG7-SdAb19-optimiziran, pMCSG7-
SdAb19-AviTag in pET28b(+)-BirA, ki smo jih gojili v gojišču TB. Konstrukta 
SdAb19 in SdAb19-AviTag smo izrazili v 4 × 0,5 L gojišča, biotin ligazo BirA-MBP 
pa v 2 × 0,5 L gojišča. Pred indukcijo smo celice stresali pri 250 vrtljajih/min pri 37 
˚C, pol ure pred dodatkom induktorja pa smo jih ohladili na 15 ˚C. Pri gostoti celic 
OD600 = 0,7 smo izvedli indukcijo z 0,2 % laktozo. Kulture smo nadalje gojili pri  
150 vrtljajih/min pri 15 ˚C približno 46 ur. Po izražanju smo celice najprej ločili od 
gojišča, jih lizirali s pufrom za lizo 3 in dodatno razbili z ultrazvočnim 
razbijalnikom. Topno frakcijo smo nanesli na nikljevo afinitetno kromatografijo in 











Slika 20: Kromatogrami vzorcev rekmbinantnih proteinov SdAb19 (A), SdAb19-AviTag (B) in BirA-MBP (C) po 
čiščenju z nikljevo afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Kromatogrami 
prikazujejo absorbanco pri 280 nm v odvisnosti od volumna. Oznake O1-O5, A1-A5 in B1-B9 predstavljajo 
frakcije, ki smo jih v nadaljevanju analizirali z NaDS-PAGE.  
Na sliki 20A (SdAb19) je glavni vrh pri volumnu približno 98 mL, vidna pa sta še 
dva manjša vrhova pri približno 90 mL in 116 mL. Na sliki 20B (SdAb19-AviTag) je 
glavni vrh pri volumnu približno 92 mL, manjša vrhova pa pri 82 mL in 116 mL. Na 
sliki 20C (BirA-MBP) je glavni vrh pri volumnu približno 78 mL, viden pa je še 
manjši dvojni vrh pri približno 60 m in manjši vrh pri 116 mL.  
Pri vsakem vzorcu smo glede na kromatogram izbrali 2 mL frakcije, ki so ustrezale 
posameznim vrhom kromatograma in jih analizirali z NaDS-PAGE (slika 21). Pri 
vzorcih SdAb19-optimiziran in SdAb19-AviTag smo izbrali frakcijo s prvega 
manjšega vrha (označeni z O1 in A1), frakciji z začetka (O2 in A2) in konca (O4 in 
A4) glavnega vrha, frakcijo glavnega vrha z najvišjo A280 (O3 in A3), ter frakcijo 
drugega manjšega vrha (O5 in A5). Pri vzorcu BirA-MBP smo izbrali dve frakciji s 
prvega dvojnega vrha (B1, B2) po dve frakciji z začetka (B3, B4) in konca (B6, B7) 
glavnega vrha, frakcijo glavnega vrha z najvišjo A280 (B5) ter frakcijo drugega 





Slika 21: Analiza izolacije izraženih proteinov. Izbrane frakcije smo analizirali po čiščenju z nikljevo afinitetno 
kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Vzorci od O1 do O5 predstavljajo frakcije 
eluiranega rekombinantnega proteina SdAb19, vzorci A1 do A5 frakcije eluiranega SdAb19-AviTag, B1 do B8 
pa frakcije eluiranega BirA-MBP. Frakcije O1-O5, A1-A5 in B1-B8 so označene na kromatogramih na sliki 20. St 
- velikostna lestvica Amersham. 
Z barvilom Coomassie obarvana gela analize čiščenja rekombinantnih proteinov 
sta prikazana na sliki 21. Lise pri velikosti približno 20 kDa v stolpcih O1, O2, O3 in 
O4 ustrezajo rekombinantnemu proteinu SdAb19-optimiziran (15,6 kDa), lise pri 
velikosti približno 25 kDa v stolpcih A1, A2, A3 in A4  ustrezajo SdAb19-AviTag 
(19,0 kDa), najintenzivnejše lise pri velikosti približno 80 kDa v stolpcih B1, B2, B3, 
B4, B5, B6, in B7 pa ustrezajo BirA-MBP (79,4 kDa). Lise v stolpcih O5, A5 in B8 po 
velikosti ustrezajo lizocimu (14,3 kDa), ki smo ga dodali v pufer za lizo. Iz 
kromatogramov (slika 20) in slike 21 je razvidno, da so izraženi rekombinanti 
proteini v frakcijah prvega manjšega vrha in glavnega vrha, medtem ko je v 
frakcijah drugega manjšega vrha lizocim. Pri vzorcu BirA v frakcijah B6 in B7 
vidimo tudi lise, ki po velikosti ne ustrezajo BirA-MBP ali lizocimu.  
Glede na rezultate smo za nadaljnjo obdelavo proteinov v primeru SdAb19 združili 
frakcije od O1 do O4, v primeru SdAb19-AviTag pa frakcije od A1 do A4, Nato smo 
izvedli cepitev s proteazo TEV, da bi z rekombinantih proteinov odstranili oznako 
His6 (3.3.2). Uspešnost cepitve rekombinantnih proteinov s proteazo TEV smo 
preverili z NaDS-PAGE, pri čemer smo kot kontrolo za vsak vzorec nanesli tudi 









Slika 22: Analiza uspešnosti cepitve rekombinantnih proteinov s proteazo TEV. O – necepljen SdAb19, Oc – 
cepljen SdAb19, A – necepljen SdAb19-AviTag, Ac – cepljen SdAb19-AviTag, St - velikostna lestvica Amersham. 
Vzorce, ki niso bili del naše raziskave, smo odstranili s slike. 
 
Z barvilom Coomassie obarvan gel analize cepitve rekombinantnih proteinov s 
proteazo TEV je prikazan na sliki 22. Lisa v stolpcu O po velikosti ustreza 
necepljenemu SdAb19 (15,6 kDa), izrazitejša lisa v stolpcu Oc pa cepljenemu 
SdAb19 (13,1 kDa) z odstranjeno oznako His6. Lisa v stolpcu A po velikosti ustreza 
necepljenemu SdAb19-AviTag (19,0 kDa), izrazitejša lisa v stolpcu Ac pa 
cepljenemu SdAb19-AviTag (16,4 kDa) z odstranjeno oznako His6. Prisotnost manj 
izrazite lise približne velikosti 15 kDa v istem stolpcu je verjetno posledica 
kontaminacije z sosednjim vzorcem SdAb19. Manj izraziti lisi pri velikosti 
približno 30 kDa v stolpcu Oc in Ac ustrezata teoretični velikosti proteaze TEV    
(27 kDa). Razvidno je, da je bila cepitev izraženih proteinov SdAb19 in SdAb19-
AviTag s proteazo TEV uspešna.  
S cepljenimi vzorci SdAb19 in SdAb19-AviTag smo izvedli še sekundarno nikljevo 
afinitetno kromatografijo, da bi se pri tem znebili TEV proteaze z oznako His6, pri 
čemer smo tokrat zbirali nevezane frakcije, v kateri so se nahajali želeni proteini. 
Po kromatografiji smo za vsak vzorec združili nevezane frakcije z najvišjo A280 in 
vzorca  SdAb19 in SdAb19-AviTag analizirali z NaDS-PAGE (slika 23). 
V primeru BirA-MBP smo glede na rezultate NaDS-PAGE združili frakcije od B1 do 
B7. Zaradi prisotnosti lis na gelu, ki niso ustrezale BirA (slika 21), smo združen 
vzorec skoncentrirali na približno 1 mL (3.3.2) in ga ponovno očistili s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Podobno kot že opisano smo z NaDS-









Slika 23: Analiza očiščenih rekombinantnih proteinov BirA-MBP, SdAb19 in SdAb19-AviTag. Stolpci, označeni z 
B1 – B7 predstavljajo vzorce frakcij z biotin ligazo BirA-MBP po kromatografiji z ločevanjem po velikosti. 
Stolpca O in A predstavljata vzorca združenih frakcij rekombinantnih proteinov SdAb19 (O) in SdAb19-AviTag 
(A) po nikljevi afinitetni kromatografiji. St - velikostna lestvica Amersham. 
Na obarvanem gelu (slika 23) izrazite lise v stolpcih B1 – B7 po velikosti ustrezajo 
BirA-MBP (79,4 kDa), pri nižjih velikostih pa so opazne tudi manj intenzivne lise, ki 
ne ustrezajo BirA-MBP. Za nadaljnje delo smo združili frakcije B1 - B7.  Lisa v 
stolpcu O po velikosti ustreza cepljenemu SdAb19 (13,1 kDa), lisa v stolpcu A pa 
cepljenemu SdAb19-AviTag (16,4 kDa), pri čemer ni vidnih drugih lis. Razvidno je, 
da je bilo čiščenje rekombinantnih proteinov SdAb19, SdAb19-AviTag in BirA-MBP 
s kromatografijo uspešno.  
Vzorce smo z uporabo koncentratorjev Amicon trikrat sprali s pufrom (20 mM 
Tris-HCl, pH 9, 100 mM NaCl) in jih skoncentrirali do približno 1 mL. Nato smo jim 
izmerili A280, iz katere smo s pomočjo Beer-Lambertove enačbe in znanih 
ekstincijskih koeficientov izračunali koncentracijo proteinov. Ekstinkcijski 
koeficienti, izmerjene absorbance in izračunane koncentracije rekombinantnih 
proteinov so prikazane v tabeli 12. 
 
Tabela 12: Ekstincijki koeficienti, izmerjene A280 in izračunane končne koncentracije vzorcev z nanotelesom in 




] A280 c [mg/mL] 
SdAb19 1,773 29,10 16,4 
SdAb19-AviTag 1,741 32,97 18,9 
BirA-MBP 1,446 26,28 18,2 
 
Uspešno smo izolirali 16,4 mg SdAb19, kar ustreza izplenu 8,2 mg/L gojišča,      
18,9 mg SdAb19-AviTag, kar ustreza izplenu 9,45 mg/L gojišča in 18,2 mg BirA-








V magistrskem delu smo želeli v E. coli pridobiti zadostno količino nanoteles 
SdAb19 za uporabo v encimskoimunskem testu za detekcijo proteina Nef ter 
bakterijsko biotin ligazo BirA za specifično biotinilacijo in imobilizacijo nanotelesa 
SdAb19 na podlago. Nanotelesi SdAb19 in SdAb19-AviTag smo uspešno izrazili v 
citoplazmi celic E. coli BL21[DE3]. Za pridobivanje nanoteles v topni obliki je bilo 
pomembno, da je izražanje potekalo počasi, kar smo dosegli z gojenjem pri nizki 
temperaturi in počasnem stresanju in z uporabo laktoze kot induktorja. 
Pomembna je bila tudi uporaba pufra za lizo in kromatografijo s pH 9, v katerem je 
nanotelo stabilno. Za uspešno se je izkazalo gojenje v gojišču TB, medtem ko z 
gojenjem v avtoindukcijskem gojišču ni prišlo do izražanja rekombinantnih 
proteinov. Pri enakih pogojih smo uspešno izrazili tudi BirA-MBP. Izražene 
rekombinantne proteine smo uspešno očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo 
in SEC. 
5.1 Opažanja pri uporabljeni metodologiji 
5.1.1 Vstavljanje konstruktov v ekspresijske vektorje 
Vključke z nanotelesom SdAb19 smo uspešno vstavili v ekspresijski vektor 
pET22b(+) s klasičnim postopkom z restrikcijskimi endonukleazami. S 
preverjanjem identitete transformiranih pripravljenih plazmidov s PCR na osnovi 
kolonije smo ugotovili, da so mnoge transformante vsebovale prazen vektor brez 
vključka. Čeprav je pri kontrolni ligaciji samega vektorja po transformaciji na 
plošči zraslo veliko manj kolonij kot pri ligaciji z vključkom, očitno vektor 
pET22b(+) ni bil popolnoma rezan. Pri ligaciji je pomembno, da je tarčni vektor 
rezan z obema encimoma, da niso prisotni prilegajoči konci. V primeru enkrat 
rezanega vektorja namreč veliko bolj verjetno pride do religacije vektorja, kot do 
vstavitve vključka v vektor. Prisotnost praznega vektorja po transformaciji z 
ligacijsko mešanico je lahko torej posledica rezanja s samo enim encimom, možno 
pa je tudi, da je nekaj vektorja po rezanju ostalo popolnoma nerezanega, čeprav je 
glede na dokazano uspešnost rezanja z agarozno elektroforezo ta možnost manj 
verjetna. To bi lahko dodatno preverili s transformacijo rezanega vektorja pred 
ligacijo, pri čemer v primeru enkrat rezanega vektorja na ploščah LB Amp kolonije 
ne bi zrasle. Vseeno smo po analizi zadostnega števila kolonij identificirali tudi 





Vključke z nanotelesom SdAb19 smo uspešno vstavili v ekspresijska vektorja 
pMCSG z metodo LIC. Pri tej metodi ni potrebna stopnja ligacije, ker je prileganje 
vektorja in vključka zaradi dolgih komplementarnih koncev dovolj stabilno, da po 
transformaciji med replikacijo bakterij pride do kovalentne povezave vektorja in 
vključka. Metoda LIC torej zahteva uporabo manjšega števila encimov kot klasično 
molekulsko kloniranje. Na voljo je veliko za LIC primernih vektorjev, v katere lahko 
želen konstrukt vključimo po enakem enostavnem postopku, kar omogoča 
izražanje z različnimi označevalci56. S preverjanjem identitete transformiranih 
plazmidov smo identificirali veliko pozitivnih kolonij, ki so vsebovale želen 
plazmid z vstavljenim vključkom. V primerjavi s klasičnim molekulskim 
kloniranjem je bilo kloniranje LIC enostavnejše in uspešnejše. Pri izolaciji 
plazmidne DNA iz transformant smo dobili precej nizke koncentracije plazmidne 
DNA. Razlog za to je bil lahko v preveliki količini bakterij v prekonočni kulturi, ki 
smo jo uporabili za izolacijo, posledično pa je bila  zmogljivost kolone lahko 
presežena. To bi lahko preverili z merjenjem OD600 prekonočne kulture pred 
izolacijo.  
Plazmide, za katere smo s PCR na osnovi kolonije določili, da vsebujejo vključek, 
smo analizirali tudi z določanjem zaporedja vključka. Dobljena zaporedja so se 
popolnoma ujemala z nukleotidnim zaporedjem načrtanih sintetičnih konstruktov, 
s čimer smo potrdili uspešnost vstavljanja vključkov v ekspresijske vektorje. 
5.1.2 Kromatografija 
Za čiščenje izraženih rekombinantnih proteinov smo uporabili nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Glede na rezultate analiz z NaDS-PAGE smo z nikljevo afinitetno 
kromatografijo v majhnem obsegu vzorcem s His6 označenimi rekombinantnimi 
proteini nečistoče odstranili različno uspešno, kar je bilo najverjetneje odvisno od 
količine nanešenega proteina, pri čemer ob manjši količini nanešenega označenega 
proteina pride do več nespecifične vezave. Na uspešnost čiščenja proteinov je 
verjetno vplivala tudi učinkovitost spiranja nevezane frakcije z nosilca. Pri 
kasnejših poskusih smo nečistoče odstranili bolj uspešno, kar kaže na to, da je 
uspešnost čiščenja v neki meri odvisna tudi od izkušenj izvajalca. Nečistoče 
predstavljajo proteini, ki se nespecifično vežejo na nosilec, uspešnost spiranja 
takih nečistoč pa je v veliki meri odvisna od koncentracije imidazola v pufru za 
spiranje. Lahko pride tudi do hidrofobnih ali elektrostatskih interakcij ali do 
vzpostavitve disulfidnih vezi med želenim proteinom in ostalimi proteinskimi 
nečistočami. Odstranjevanje nečistoč bi lahko izboljšali z dodatno optimizacijo 
koncentracije imidazola in ionske jakosti pufra, pri čemer bi morali upoštevati, da 




in do manjšega izplena. Za zmanjšanje hidrofobnih interakcij bi lahko v pufre 
dodali majhne količine detergenta60. Pri hkratnem izražanju SdAb19-AviTag in 
BirA se je na nosilec vezal le SdAb19-AviTag, ker BirA, izražen na plazmidu 
pBirAcm nima oznake His6 in ga ne moremo očistiti z nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Odstranitev BirA v tem koraku je celo zaželjena, saj je biotinilacija 
SdAb19 z BirA že potekla in vivo med gojenjem bakterij.  
S kromatografijo na sistemu Akta Xpress, ki obsega nikljevo afinitetno 
kromatografijo in SEC, smo uspešno očistili proteine, izražene v velikem obsegu. Z 
analizo očiščenih frakcij po SEC z NaDS-PAGE smo analizirali posamezne vrhove na 
dobljenih kromatogramih. Glede na velikosti lis v posameznih frakcijah po analizi z 
NaDS-PAGE je bilo opazno, da drugi manjši vrh na kromatogramih vsebuje lizocim, 
ki se zaradi manjše velikosti v koloni zadrži dlje in se izloči kasneje. Sklepamo, da 
prvi manjši vrh pri omenjenih kromatogramih najverjetneje vsebuje dimer 
izraženega nanotelesa, na kar nakazuje tudi manj izrazita lisa pri dvojni vrednosti 
teoretične mase po analizi z NaDS-PAGE. Znano je, da je tvorba dimerov nanoteles 
mogoča, še posebej ob izražanju v bakterijski citoplazmi, dimeri pa nastanejo 
zaradi tvorbe disulfidnih vezi med dvema molekulama nanoteles61. Vrhovi 
kromatogramov niso bili izrazito asimetrični, po čemer sklepamo, da ni bilo 
prisotnih veliko nečistoč, kar smo potrdili tudi z NaDS-PAGE. Tudi čiščenje z SEC bi 
lahko nadalje optimizirali, predvsem s spreminjanjem ionske moči pufra (mobilne 
faze), pri čemer bi seveda morali upoštevati tudi stabilnost nanotelesa v izbranem 
pufru. Z višanjem ionske jakosti mobilne faze zmanjšamo elektrostatske interakcije 
med analitom in nosilcem, vendar se hkrati lahko pojavijo hidrofobne interakcije. 
Na resolucijo, občutljivost in simetrijo vrhov lahko vplivajo tudi mnogi drugi 
faktorji, kot so dolžina kolone, hitrost pretoka in količina nanešenega vzorca62. Če 
bi želeli nedvoumno določiti identiteto proteinov, bi lahko iz gela NaDS-PAGE 
izrezali lise, ki so ustrezale posameznim vrhovom na kromatogramih in jih 
analizirali z masno spektrometrijo. 
5.1.3 Odstranjevanje oznake His6 s proteazo TEV 
Po čiščenju nanoteles, izraženih v velikem obsegu, smo izvedli cepitev s proteazo 
TEV, s katero smo odstranili oznako His6. Cepitev je bila pri nanotelesih uspešna, 
kar smo potrdili z analizo z NaDS-PAGE. V primeru vzorca cepljenega SdAb19-
AviTag je bila na gelu NaDS-PAGE prisotna tudi lisa, ki je ustrezala cepljenemu 
SdAb19.  Do kontaminacije vzorca SdAb19-AviTag s SdAb19 je najverjetneje prišlo 
med nanosom cepljenih vzorcev na gel. Malo verjetno je namreč, da je pri vzorcu 
SdAb19-AviTag prišlo do odstranitve AviTaga in nastanka SdAb19 po cepitvi s TEV, 
saj je omenjena proteaza znana po visoki specifičnosti za prepoznavno mesto z 
zaporedjem ENLYFQG. V primeru popolnoma nespecifične cepitve pa bi na gelu 




sekundarni nikljevi afinitetni kromatografiji lisa, ki predstavlja kontaminacijo s 
SdAb19, ni bila več prisotna. Proteazo TEV pri vzorcih SdAb19 in SdAb19-AviTag 
smo odstranili s sekundarno nikljevo afinitetno kromatografijo, kjer se je na 
nosilec vezala proteaza z oznako His6, rekombinantni proteini pa so se iz kolone 
odstranili v nevezani frakciji. V primeru biotin ligaze BirA-MBP bi oznako MBP 
lahko odstranili s cepitvijo s proteazo iz humanega rinovirusa 3C, ki prepozna 
zaporedje aminokislinskih ostankov LEVLFQGP. Odstranitev oznake MBP pa za in 
vitro aktivnost biotin ligaze BirA ni potrebna, saj so v študiji izražanja encima 
pokazali, da ima BirA-MBP enako encimsko aktivnost kot sam BirA54.  
5.1.4 Analiza vzorcev izraženih rekombinantnih proteinov z NaDS-PAGE 
Po vsakem poskusu izražanja smo prisotnost izraženih rekombinantnih proteinov 
preverili z analizo z NaDS-PAGE. Pri tej metodi je prišlo do precejšnjih razlik v 
intenzivnosti lis med stolpci in med geli, kar je posledica nanosa različnih količin 
celokupnih proteinov na gel. Da bi zagotovili enakomeren nanos, bi morali pred 
nanosom izmeriti koncentracijo celokupnih proteinov v vzorcih in jih primerno 
redčiti oz. zmanjšati volumen nanosa. V našem primeru to ni bilo potrebno, saj nas 
je zanimalo le, ali je prišlo do izražanja rekombinantnih proteinov ali ne, torej če je 
lisa, ki ustreza rekombinantnemu proteinu intenzivenjša v primerjavi s 
proteinskim ozadjem istega vzorca. Sklepamo, da je do razlik v količini nanosa 
proteinov prišlo zaradi različnih vhodnih celičnih biomas, neenakomerne lize celic 
in razlik v učinkovitosti razbijanja celic z ultrazvočnim razbijalnikom. Primerjava 
učinkovitosti izražanja med vzorci je bila zato omejena. Ker smo pri nekaterih 
vzorcih nanesli zelo majhno količino celokupnih proteinov, je bilo v teh primerih 
težje oceniti, ali je prišlo do izražanja rekombinantnih proteinov. 
Nekatere lise na gelu se niso popolnoma ujemale s teoretičnimi velikostmi 
rekombinantnih proteinov. Na vseh gelih so se izrazite lise, ki so zelo verjetno 
predstavljale izražene rekombinantne proteine, pojavljale nekoliko višje od 
pričakovane teoretične mase glede na velikostno lestvico. Te razlike so bile bolj 
izrazite pri nižjih molekulskih masah, najverjetneje zaradi boljše ločbe proteinov v 
tem območju. Razlog za razhajanja med določeno in teoretično maso 
rekombinantnih proteinov bi lahko bila neenakomerna vezava molekul NaDS in 
posledičen vpliv na potovanje po gelu63. Na potovanje po gelu vpliva tudi čistost 
vzorca; do neujemanja bi zato lahko prišlo zaradi večje kompleksnosti naših 
vzorcev v primerjavi z vzorcem velikostne lestvice. Sicer pa se je lisa, ki je ustrezala 
lizocimu, prav tako nahajala nekoliko višje od teoretične velikosti lizocima, kar 
potrjuje neko sistemsko napako med elektroforezo. Za nedvoumno identifikacijo 





5.2 Faktorji, ki vplivajo na izražanje rekombinantnih proteinov 
 
Po obsežni optimizaciji pogojev izražanja smo uspeli topno nanotelo pridobiti v 
citoplazmi E. coli. Pri pridobivanju nanoteles za detekcijo nekega antigena se 
raziskovalci večinoma odločajo za izražanje v periplazmi E. coli, kjer oksidirajoče 
okolje in prisotnost oksidoreduktaz Dsb spodbujata nastanek disulfidnih vezi. V 
naši raziskavi se izražanje SdAb19 v periplazmi E. coli kljub optimizaciji ni izkazalo 
za uspešno. Razlog za to bi bila lahko odsotnost izražanja ali neuspešen prehod v 
periplazmo. Ker smo izvedli analizo proteinov po lizi in razbijanju celotne mase 
celic, ne le po izolaciji iz periplazme z osmotskim šokom, sklepamo, da ni prišlo do 
izražanja.  
Podatki v literaturi glede pomena disulfidnih vezi za uspešno zvitje in aktivnost 
nanoteles so sicer različni. V eni izmed študij nanoteles ni bilo mogoče izraziti v 
topni in aktivni obliki v citoplazmi, kjer je reducirajoče okolje neugodno za 
vzpostavitev disulfidnih vezi, brez koekspresije z oksidoreduktazo DsbC64. 
Nasprotno pa so v drugi študiji v citoplazmi pridobili tudi do 30 mg/L topnih 
nanoteles65. V študiji, kjer so kvantificirali delež izraženih nanoteles z disulfidnimi 
vezmi, je bil delež za v periplazmi izražena nanotelesa približno 96 %, za v 
citoplazmi izražena nanotelesa pa približno 82 %. V tej študiji sicer 
predpostavljajo, da je razlog za vzpostavitev disulfidne vezi pri nanotelesih, 
izraženih v citoplazmi, oksidacija cisteinov med procesom izolacije proteinov 
zaradi atmosferskega kisika66. V študiji, kjer so z merjenjem temperature tališča 
(Tm) primerjali temperaturno stabilnost nanoteles, izraženih v periplazmi ali v 
citoplazmi, so bile vrednosti Tm pri nanotelesih, izraženih v periplazmi, večinoma 
višje, v nekaterih primerih pa se niso razlikovale67. Za nekatera nanotelesa je torej 
izražanje v citoplazmi z vidika temperaturne stabilnosti enako primerno kot v 
periplazmi. V strukturni študiji nanotelesa SdAb19, kjer so v citoplazmi 
izraženemu nanotelesu določili kristalno strukturo, so pokazali, da sta bila cisteina 
v SdAb19 reducirana, nanotelo pa je bilo vseeno aktivno38. Sklepamo, da je tudi v 
našem poskusu prišlo do pravilnega zvitja nanotelesa SdAb19, ne moremo pa 
trditi, ali je prišlo do vzpostavitve disulfidne vezi. Sklepamo, da je imel določen 
delež izraženih nanoteles vzpostavljene disulfidne vezi. Če bi želeli natančno 
določiti, kolikšen delež nanoteles je vseboval disulfidno vez, bi lahko po zgledu 
Zarschlerja in sodelavcev68 to storili z uporabo Ellmanovega reagenta, ki reagira s 
tiolno skupino, tako da nastane produkt, ki močno absorbira pri 412 nm in ga 
lahko zaznamo z merjenjem absorbance pri tej valovni dolžini. Pravilno zvitje 





Za izražanje nanoteles v citoplazmi mnogi raziskovalci priporočajo uporaba sevov 
E. coli kot so Origami in RosettaGami, ki omogočajo nastanek disulfidnih vezi v 
citoplazmi. V nasprotju z nekaterimi uspešnimi primeri uporabe takih sevov, v naši 
raziskavi z izražanjem v sevu RosettaGami2 nismo uspeli izraziti rekombinantnih 
proteinov, medtem ko so se za uspešne izkazale celice BL21[DE3], ki se široko 
uporabljajo za izražanje raznolikih rekombinantnih proteinov. V raziskavi, kjer so 
prav tako izražali SdAb19, niso opazili razlike v uspešnosti izražanja v celicah 
BL21[DE3] ali Origami. Pri omenjeni raziskavi pa so tudi potrdili aktivnost v 
BL21[DE3] pridobljenega SdAb1970, kar spet nakazuje na to, da disulfidna vez 
verjetno ni pogoj za uspešno zvitje in aktivnost SdAb19. Glede na rezultate 
omenjene raziskave sklepamo, da je tudi v naši raziskavi pridobljen SdAb19 
aktiven in bo primeren za uporabo v encimskoimunskem testu, kar bomo tudi 
testirali z uporabo nanotelesa pri zaznavanju znanih koncentracij 
rekombinantnega proteina Nef. Sev RosettaGami2 smo v naši raziskavi uporabili 
tudi, ker omogoča izražanje konstruktov z redkimi kodoni, ki jih je v našem 
primeru vseboval kodonsko neoptimizirani SdAb19. Ohranjanje plazmida, na 
katerem so zapisane tRNA za redke kodone, pa zahteva uporabo dodatnega 
antibiotika, kar je upočasnilo rast bakterij in povečalo zahtevnost laboratorijskega 
dela. Iz tega razloga in ker pri optimizaciji nismo opazili boljšega izražanja 
neoptimiziranega konstrukta kot optimiziranega, smo prenehali z delom z 
izražanjem SdAb19 s kodonsko neoptimiziranim zaporedjem. 
V našem primeru se je izkazalo, da je za pridobitev topne oblike SdAb19 v 
citoplazmi celic BL21[DE3] ključno, da izražanje poteka počasi, kar smo dosegli z 
gojenjem pri zelo nizki temperaturi (15 ˚C). Vpliv temperature se je lepo pokazal 
pri prvem poskusu izražanja v bakterijski citoplazmi, kjer so bile po izražanju pri 
25 ˚C lise vidne le v netopni frakciji, pri 18 ˚C pa smo opazili tudi lise v topni 
frakciji, kar pomeni, da je bil pri nižji temperaturi del proteina prisoten tudi v topni 
obliki. Z gojenjem pri nizki temperaturi dosežemo, da se celični procesi, kot so 
replikacija, transkripcija in translacija, upočasnijo. Tako tudi zvijanje proteina 
poteče počasneje, hkrati pa je tudi proces proteolize omejen. Järviluoma in 
sodelavci so SdAb19 v topni obliki uspešno izrazili v citoplazmi celic BL21[DE3] ali 
Origami z gojenjem pri 27 ˚C70, medtem ko smo v naši raziskavi pri podobnih 
pogojih ves protein pridobili v netopni frakciji. V študiji, kjer so SdAb19 izrazili z 








Za dosego upočasnitve celičnih procesov in rasti bakterij smo znižali tudi hitrost 
stresanja med izražanjem na 150 vrtljajev/min, s čimer smo omejili prezračenost 
kultur, kar je prav tako povečalo uspešnost izražanja topne oblike SdAb19. Po 
zgledu Lülfa in sodelavcev38,71 smo poskusili tudi s počasnejšim stresanjem pri 
gojenju kulture pred indukcijo, in sicer smo kulture stresali pri 150 vrtljajih/min. 
Izkazalo se je, da tak način gojenja ni signifikantno izboljšal izražanja, je pa zaradi 
počasnejše rasti celic podaljšal eksperiment, zato mu v nadaljevanju nismo sledili. 
Smo pa kulture približno uro pred indukcijo ohladili in tudi zmanjšali hitrost 
stresanja na 150 vrtljajev/min, da smo celične procese upočasnili že pred 
indukcijo. 
Za pomembno se je izkazala uporaba laktoze namesto IPTG kot induktorja. V 
splošnem IPTG velja za boljšo izbiro, ker ga celice ne morejo razgraditi. Lülf je 
ugotovil, da je v primeru SdAb19 laktoza boljša izbira in precej izboljša izplen 
topnega SdAb19, prav tako zaradi vpliva na upočasnitev izražanja71. Glede na 
omenjeno je bilo nekoliko nepričakovano, da izražanje ni bilo uspešno v 
avtoindukcijskem gojišču, kjer po porabi glukoze za rast celic prav tako pride do 
indukcije z laktozo. Sklepamo, da je bilo izražanje v tem gojišču neuspešno, ker je 
pri višji temperaturi gojenja prišlo do prehitre rasti celic, pri nižjih temperaturah 
pa je mogoče, da se celice niso dovolj namnožile, da bi porabile glukozo in je bila 
celična masa premajhna, da bi celice lahko začele izrabljati laktozo za indukcijo.  
Za stabilnost nanotelesa SdAb19 je bila pomembna tudi uporaba pravega pufra za 
lizo in kromatografijo, pri čemer je bil verjetno ključen pH pufra. Po zamenjavi 
standardnega pufra za lizo s pH 7,5 za pufer s pH 8,5 smo z NaDS-PAGE zaznali več 
rekombinantnega SdAb19 v topni frakciji. Za najboljšega pa se je izkazal pufer s  
pH 9, ki so ga uporabili tudi v strukturni študiji nanotelesa38 in v katerem je 
SdAb19 očitno najbolj stabilen. Sklepamo, da na to delno vpliva naboj stranskih 
skupin aminokislin, ki je odvisen od pH. Vrednost pKa stranske skupine cisteina je 
8,5, zato se pri pH 9 že deprotonira, s čimer je olajšana oksidacija, kar bi lahko 
vplivalo tudi na nastanek disulfidne vezi72. Glede na to, da v citoplazmi izražen 
SdAb19 v kristalni strukturi ni imel disulfidne vezi in je bil najbolj stabilen v pufru 
s pH 938,71, bi bilo zanimivo raziskati, če bi bil SdAb19 z dokazano vzpostavljeno 
disulfidno vezjo bolj stabilen v pufrih z različnimi pH. Nanotelesa so namreč 
splošno znana po stabilnosti v različnih pogojih, znano pa je tudi, da dodatna 





Po izražanju v velikem obsegu smo pridobili med 8 in 10 mg/L nanoteles, kar je 
primerljivo z ostalimi študijami, kjer so izražali nanotelesa. V raziskavi, kjer so v 
citoplazmi izražali SdAb19, so dosegli izplen okrog 9 mg/L70. V nekaj raziskavah, 
kjer so nanotelesa prav tako izražali za uporabo v encimskoimunskem testu, so z 
izražanjem v periplazmi pridobili od 2,1 mg/L48, med 4 in 7 mg/L49 oziroma          
10 mg/L47. Glede na primerljive študije smo nanotelesa izrazili zelo uspešno. 
Konstrukta  SdAb19-HRP v E. coli pod nobenimi pogoji nismo uspeli izraziti v topni 
obliki. Glede na literaturo to ni povsem nepričakovano, saj je znano, da je izražanje 
HRP v bakterijskih celicah težavno. Aktiven HRP naj bi bil obsežno glikoziliran, 
česar ne moremo doseči v bakterijah, ki nimajo primernega sistema za to 
posttranslacijsko modifikacijo. Znano je, da pri izražanju HRP v citoplazmi E. coli 
pride do nastanka netopnih agregatov, ki zahtevajo nepraktične procese 
ponovnega zvijanja. Druga možnost je izražanje v periplazmi E. coli, kjer so 
pridobili HRP v topni obliki, vendar v manjših količinah. V obeh primerih je v 
bakterijah izražen HRP manj aktiven kot encim, ki ga izolirajo iz rastline74. Fuzijo 
nanoteles s HRP pa so uspešno izrazili v humanih celicah52, kar bi lahko poskusili 
tudi v nadaljevanju naše raziskave. Takšno izražanje pa bi bilo precej dražje in 
metodološko zahtevnejše. HRP lahko na nanotelo vežemo tudi in vitro, s kemijsko 
vezavo, ki pa ne poteče mestnospecifično. 
Pri izražanju BirA-MBP smo sledili raziskavi, kjer je izražanje BirA-MBP zaradi 
problemov s topnostjo prav tako zahtevalo gojenje pri nizki temperaturi54, zato 
smo BirA-MBP izražali in izražanje optimizirali pri enakih pogojih kot konstrukte z 
nanotelesi. Izkazalo se je, da so podobni pogoji privedli do zelo uspešnega 
izražanja BirA-MBP. Pridobili smo 18,2 mg/L BirA-MBP, kar je primerljivo z 











5.3 Nadaljnje raziskave 
 
V naši raziskavi smo v bakterijah uspešno izrazili primerno količino nanoteles 
SdAb19 in SdAb19-AviTag ter encima BirA-MBP. Pridobljena nanotelesa SdAb19 
bomo uporabili v encimskoimunskem testu, pri čemer bomo v enem primeru 
nanotelo uporabili za lovljenje proteina Nef, v drugem pa za njegovo detekcijo. 
V prvem primeru bomo SdAb19 biotinilirali in vezali na streptavidinsko podlago 
ter ga pri testu uporabili za zajemanje proteina Nef iz raznolikih raztopin. Izvedli 
bomo in vitro biotinilacijo, in sicer bomo izraženo nanotelo SdAb19-AviTag 
specifično biotinilirali z izraženim encimom BirA-MBP. Pri tem nam ne bo treba 
odstranjevati MBP, ki se nahaja na N-koncu BirA, ker ta ne moti aktivnosti encima, 
poleg tega pa bomo po biotinilaciji lahko odstranili BirA-MBP z amilozno afinitetno 
kromatografijo. V drugem primeru bomo SdAb19 pri testu uporabili kot 
detekcijsko nanotelo. Ker nam ni uspelo izraziti nanotelesa, povezanega s HRP, 
bomo izvedli kemično vezavo HRP na nanotelo s perjodatno metodo, ki so jo že 
uporabili za kemijsko vezavo HRP na nanotelo za uporabo v encimskoimunskem 
testu48.  
Uspešnost nanotelesa SdAb19 bomo v testu preverili z lovljenjem ali detekcijo 
različnih znanih koncentracij rekombinantnega proteina Nef, pri čemer bomo za 
primerjavo uporabili tudi že uveljavljena protitelesa proti Nef-u. Tako bomo lahko 
ocenili, kako uspešno lahko z nanotelesom SdAb19 določimo koncentracijo Nef-a v 
vzorcu. Encimskoimuski test na podlagi nanotelesa SdAb19 nam bo v končni fazi 
služil za oceno količine proteina Nef v plazmi aviremičnih, z virusom HIV-1 
okuženih pozameznikov, s tem pa bomo ocenili prisotnost aktivnega rezevoarja 












S klasično metodo molekulskega kloniranja in z metodo kloniranja LIC smo 
uspešno pripravili ekspresijske plazmide z vstavljenimi zapisi za nanotelesa 
SdAb19, kar smo dokazali z določevanjem nukleotidnega zaporedja vključkov v 
plazmidih. 
Uspešno smo izvedli optimizacijo izražanja nanotelesa SdAb19 v bakterijah, pri 
čemer smo za najbolj uspešno določili izražanje v citoplazmi celic E. coli 
BL21[DE3] pri nizki temperaturi, z upočasnjenim stresanjem in indukcijo z 
laktozo.  
Nanotelesi SdAb19 in SdAb19-AviTag smo v bakterijah uspešno izrazili v topni 
obliki v zadostni količini za uporabo v encimskoimunskem testu. Uspešno smo jih 
očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti ter jim odstranili oznako His6. S tem smo potrdili hipotezo magistrske 
naloge. 
Uspešno smo izrazili tudi bakterijsko biotin ligazo BirA-MBP ter jo očistili z 
nikljevo afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti. 
BirA-MBP bomo uporabili za biotinilacijo nanotelesa SdAb19-AviTag. 
V prihodnje želimo izražena nanotelesa modificirati na dva načina, z biotinilacijo z 
encimom BirA ali z vezavo HRP, da jih bomo v encimskoimunskem testu lahko 
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P3: Rezultati določanja zaporedij plazmidov pET22b(+)-SdAb19-AviTag (A) in pET22b(+)-SdAb19-HRP (B). S 
številko 1. je označeno zaporedje načrtanega konstrukta. T7-F – zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s 
smernim začetnim oligonukleotidom. T7-R - zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s protismernim 









P4: Rezultati določanja zaporedij plazmidov pMCSG7-SdAb19-neoptimiziran (A) in pMCSG10-SdAb19-
neoptimiziran (B). S številko 1. je označeno zaporedje načrtanega konstrukta. 1-F, 5-F – zaporedje, dobljeno 
pri določanju zaporedja s smernim začetnim oligonukleotidom. 1-R, 5-R - zaporedje, dobljeno pri določanju 










P5: Rezultati določanja zaporedij plazmidov pMCSG7-SdAb19-optimiziran (A) in pMCSG10-SdAb19-
optimiziran (B). S številko 1. je označeno zaporedje načrtanega konstrukta. 2-F, 6-F – zaporedje, dobljeno pri 
določanju zaporedja s smernim začetnim oligonukleotidom. 2-R, 6-R - zaporedje, dobljeno pri določanju 











P6: Rezultati določanja zaporedij plazmidov pMCSG7-SdAb19-AviTag (A) in pMCSG10-SdAb19-AviTag (B). S 
številko 1. je označeno zaporedje načrtanega konstrukta. 3-F, 7-F – zaporedje, dobljeno pri določanju 
zaporedja s smernim začetnim oligonukleotidom. 3-R, 7-R - zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s 












P7: Rezultati določanja zaporedij plazmida pMCSG7-HRP. S številko 1. je označeno zaporedje načrtanega 
konstrukta. 4-F - zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s smernim začetnim oligonukleotidom. 4-R - 
zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s protismernim začetnim oligonukleotidom. Sliko smo pripravili s 








P8: Rezultati določanja zaporedij plazmida pMCSG10-HRP. S številko 1. je označeno zaporedje načrtanega 
konstrukta. 8-F - zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s smernim začetnim oligonukleotidom. 8-R - 
zaporedje, dobljeno pri določanju zaporedja s protismernim začetnim oligonukleotidom. Sliko smo pripravili s 







P9: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi celic RosettaGami2. Izražanje je potekalo 19h 
pri 18 ˚C. Analizirali smo topno (A) in netopno (B) frakcijo pri izražanju v gojišču TB ter topno (C) in netopno 
(D) frakcijo pri izražanju v gojišču ZY. NO – kodonsko neoptimiziran SdAb19, O – kodonsko optimiziran 
SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – sdAb10-HRP. A + H – po pomoti zmešana vzorca SdAb19-AviTag in SdAb19-












P10: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi celic RosettaGami2 pri 15 ˚C (A) ali 24 ˚C (B) in 
v citoplazmi celic BL21[DE3] pri 24 ˚C (C). NO – kodonsko neoptimizran SdAb19, O – kodonsko optimiziran 
SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – SdAb19-HRP. St - velikostna lestvica Amersham.  
 
P11: Izražanje konstruktov z nanotelesom SdAb19 v citoplazmi E. coli. Izražanje smo izvedli v celicah 
BL21[DE3] (A) in RosettaGami2 (B) pri 15 ˚C v gojišču ZY. NO – kodonsko neoptimiziran SdAb19, O – 
kodonsko optimiziran SdAb19, A – SdAb19-AviTag, H – SdAb19-HRP. St - velikostna lestvica Amersham.  
